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Introduction ge´ne´rale
Physicos est le mot grec pour de´signer ce qui est naturel. Par extension,
la physique est la science qui e´tudie la nature, qui s’inte´resse aux phe´nome`nes
naturels. Si cette de´finition convient bien pour expliquer les pre´occupations
des philosophes grecs, elle est cependant tellement vague qu’elle pourrait
s’appliquer de nos jours aussi a` la chimie ou a` la biologie.
Malgre´ cela, force est de constater que la physique en tant que telle tend
a` se rapprocher a` nouveau de cette de´finition. En effet, l’analyse du point
de vue physique de proble`mes chimiques ou biologiques est un sujet de plus
en plus prise´ par les scientifiques. Ainsi, alors que ces trois sciences e´taient
bien cloisonne´es il n’y a pas si longtemps, nous assistons a` l’e´mergence de
disciplines telles que la chimie-physique ou la bio-physique. Ces dernie`res
s’e´vertuent a` e´tudier des syste`mes pour lesquels ces trois sciences pre´sentent
un inte´reˆt.
C’est le cas des interfaces entre deux mate´riaux. En effet, elles sont le
sie`ge privile´gie´ des interactions entre deux milieux. En physique, l’asyme´trie
des forces exerce´es a` la surface va cre´er une organisation a` deux dimen-
sions qui modifie localement les caracte´ristiques du mate´riau. En chimie, ses
proprie´te´s particulie`res vont permettre l’exaltation de re´actions. Alors qu’en
biologie, les phe´nome`nes de reconnaissance ou d’e´change entre deux espe`ces
biologiques passent e´galement par l’interface qui existe entre elles. L’e´tude
des surfaces est donc primordiale pour comprendre et exploiter les avantages
qu’elles pre´sentent dans chaque discipline.
Malheureusement, les interfaces sont des objets difficiles a` caracte´riser
e´tant donne´ le rapport de quantite´ de matie`re qu’il existe entre le volume
et la surface. Malgre´ cela, l’optique non line´aire se re´ve`le de´terminante puis-
qu’elle permet de s’affranchir presque totalement de certaines contraintes
impose´es par d’autres techniques. En effet, les techniques optiques du second
ordre ne sont pas sensibles a` une e´ventuelle re´ponse de volume dans le cas
d’un mate´riau centrosyme´trique. De plus, le tenseur de susceptibilite´ observe´
par ces techniques et caracte´risant la re´ponse de la matie`re, rece`le quantite´
d’informations sur la structure spatiale, e´lectronique et vibrationnelle.
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Dans ce me´moire, nous avons entrepris d’appliquer ce type de techniques
relevant de la physique moderne, a` des interfaces complexes, utilise´es en
biologie, a` savoir les biocapteurs. Afin de re´aliser nos premiers pas dans cette
curieuse association, nous avons choisi comme syste`me de de´part le complexe
biotine-avidine qui est l’exemple le plus simple de capteur biologique.
La premie`re partie de ce travail pose naturellement les bases de l’optique
non line´aire. Nous y discutons ses origines mais aussi les grandeurs physiques
que nous voulons observer et les diffe´rents phe´nome`nes optiques du second
ordre. Nous pre´sentons alors de manie`re qualitative les origines re´elles de la
non line´arite´ optique.
Par la suite, dans le second chapitre, nous nous attachons a` de´velopper
les techniques spectroscopiques qui de´coulent des phe´nome`nes d’ordre deux
en ge´ne´ral et de la ge´ne´ration de fre´quence-somme (SFG) en particulier.
Nous e´tablissons ainsi le formalisme ne´cessaire a` la de´termination de l’onde
SFG produite par l’interface. Une dernie`re section est alors consacre´e a` la
mode´lisation d’un adsorbat organique de´pose´ a` la surface d’un mate´riau.
Une fois les bases the´oriques explicite´es, l’aspect expe´rimental de ce me´-
moire est ensuite de´taille´ dans le chapitre trois. Nous y trouvons un descriptif
complet du dispositif laser utilise´ pour ge´ne´rer les effets non line´aires mais
aussi de la mise en œuvre pratique de la spectroscopie par ge´ne´ration de
fre´quence-somme. Dans cette section sont explique´s tous les e´le´ments se si-
tuant entre l’e´chantillon utilise´ et l’expe´rimentateur.
Dans le chapitre quatre, nous expliquons ce qu’est, a` notre sens, un bio-
capteur avant d’en discuter le fonctionnement et l’utilite´. Nous de´crivons alors
le syste`me biotine-avidine que nous avons e´tudie´ et pre´sentons les mole´cules
utilise´es en pratique dans nos expe´riences.
Nous pouvons alors passer au cinquie`me chapitre, qui rend compte du tra-
vail de recherche effectue´. Dans un premier temps, nous mentionnons certains
aspects pratiques relatifs aux expe´riences, comme l’importance du substrat
ou la pre´paration des solutions utilise´es pour confectionner les e´chantillons.
Dans un second temps, nous pre´sentons les spectres SFG re´alise´s dans diffe´-
rentes conditions. Ces derniers sont ensuite discute´s et interpre´te´s afin de
pouvoir en extraire l’information recherche´e. Nous la comparons alors a` celle
obtenue a` partir d’autres techniques.
Pour terminer, nous exposons nos conclusions dans le dernier chapitre et
nous e´voquons les perspectives relatives a` ce me´moire.
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Chapitre 1
L’optique non line´aire
1.1 Introduction
Comme nous le verrons plus loin, l’histoire de l’optique non line´aire est
intimement lie´e a` celle du laser. Bien qu’il existe, depuis des mille´naires,
des lasers CO2 e´mettant autour de 10 µm dans l’atmosphe`re de Mars ou de
Ve´nus [1], il a fallu attendre le de´but de ce sie`cle pour que cette technologie
soit a` porte´e de l’homme.
L’histoire du laser a de´bute´ avec Albert Einstein qui, en 1917, pre´senta la
the´orie de l’e´mission stimule´e selon laquelle un mate´riau pouvait e´mettre de la
lumie`re s’il e´tait correctement excite´. Les bases the´oriques du fonctionnement
du laser e´taient alors jete´es, mais de nombreux chercheurs pense`rent qu’il
e´tait techniquement impossible de construire un dispositif produisant de la
lumie`re par e´mission stimule´e. L’histoire du laser nous de´montre a` quel point
les pre´juge´s des scientifiques peuvent entraver les progre`s technologiques. Il a
fallu attendre pre`s de 35 ans apre`s la publication de la the´orie d’Einstein pour
que des scientifiques s’inte´ressent de nouveau au phe´nome`ne de l’e´mission
stimule´e.
En 1953 Charles Townes fabriqua le premier maser, en collaboration avec
certains de ses e´tudiants. Ce maser utilisait de l’ammoniac et produisait un
rayonnement monochromatique a` une longueur d’onde de 1,25 cm. Au cours
des anne´es qui suivirent, de nombreux autres masers furent fabrique´s. Tous
fonctionnaient dans le domaine des micro-ondes, le pas vers le domaine de la
lumie`re visible et de ses courtes longueurs d’onde semblant infranchissable.
Les expe´rimentateurs de l’e´poque entrevoyaient de´ja` les possibilite´s d’un ma-
ser optique, mais concevaient difficilement comment le construire.
En 1957, Townes commenc¸a a` conside´rer les proble`mes relie´s a` la fabrica-
tion d’un dispositif semblable au maser, mais e´mettant du rayonnement infra-
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rouge ou de la lumie`re visible. En collaboration avec Arthur Schawlow, il pu-
blia les premie`res propositions de´taille´es de masers optiques. Ils conside´re`rent
alors l’utilisation d’une cavite´ re´sonante pour amplifier la lumie`re. En 1960,
ils obtinrent le premier brevet de laser, mais celui-ci ne fut construit que
plus tard. Le premier laser fonctionnel fut fabrique´ par Theodore Maiman en
1960 [2]. Il de´couvrit que les ions de chrome d’un rubis artificiel e´mettaient
de la lumie`re rouge lorsqu’ils e´taient irradie´s par la lumie`re verte d’une lampe
au xe´non. En de´posant une couche d’aluminium a` chaque extre´mite´ de la tige
de rubis, Maiman re´ussit a` produire le premier laser optique. L’anne´e sui-
vante, le laser a` he´lium-ne´on, l’un des plus couramment utilise´s aujourd’hui,
fut invente´.
Graˆce a` cette nouvelle technologie permettant, entre autres choses, de
ge´ne´rer un champ e´lectrique suffisamment intense, le groupe de Franken de
l’Universite´ de Michigan met en e´vidence de`s 1961, un phe´nome`ne optique
ine´dit en ge´ne´rant le second harmonique a` 347 nm d’un laser pulse´ a` rubis
d’une longueur d’onde de 694 nm a` travers un cristal de quartz [3]. L’optique
non line´aire e´tait ne´e.
1.2 Polarisation line´aire des mate´riaux
Comme chacun sait, la lumie`re est une onde e´lectromagne´tique et a` ce
titre, elle est compose´e d’un champ e´lectrique et d’un champ magne´tique de
polarisation transverse. Illuminer la matie`re revient donc a` la soumettre a`
un champ e´lectrique exte´rieur. Dans le cadre de l’optique line´aire, nous al-
lons nous inte´resser au comportement d’un mate´riau auquel nous appliquons
un champ e´lectrique de faible intensite´ comme celui fourni par une source
lumineuse classique.
Si nous conside´rons la matie`re a` l’e´chelle atomique, nous pouvons mode´liser
un atome die´lectrique comme un noyau positif ponctuel (+Q) entoure´ d’une
charge sphe´rique ne´gative (−Q) dont le centre co¨ıncide avec le noyau. Si nous
appliquons un champ e´lectrique exte´rieur a` un tel syste`me, nous observons
que les centro¨ıdes de charges se de´placent et ne co¨ıncident plus. L’e´quilibre
est atteint quand le champ e´lectrique induit entre les charges positives et
ne´gatives compense le champ exte´rieur (Fig 1.1).
De`s lors, l’atome polarise´ devient un petit dipoˆle e´lectrique de moment
dipolaire ~p qui peut s’exprimer de manie`re tout a` fait ge´ne´rale en ne te-
nant compte que de l’action du champ e´lectrique exte´rieur par l’expression
vectorielle suivante :
~p = ε0
↔
α~E (1.1)
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Fig. 1.1 – Atome die´lectrique neutre (a` gauche) et soumis a` un champ
e´lectrique exte´rieur (a` droite)
ou` ε0 est la permittivite´ du vide (8, 86 10
−12 C2J−1m−1) et ↔α est de´fini
comme la polarisabilite´ e´lectrique de l’atome [4]. Cette dernie`re est un ten-
seur de rang 2 car le moment dipolaire induit n’est pas force´ment oriente´
dans la direction du champ e´lectrique applique´.
A ce stade, une pre´cision s’impose. Tous les de´veloppements pre´sente´s
dans le cadre de ce me´moire ne tiennent compte que des phe´nome`nes phy-
siques ayant lieu dans le cadre de l’approximation dipolaire. Tous les de´velop-
pements de la polarisation en termes multipolaires seront donc limite´s aux
effets lie´s aux moments dipolaires e´lectriques induits par le champ e´lectrique
exte´rieur. Nous ne tiendrons pas compte des effets lie´s aux moments dipo-
laires magne´tiques, quadrupolaires e´lectriques, etc... qui sont ne´gligeables a`
notre niveau.
En ge´ne´ralisant tout ce qui pre´ce`de a` un syste`me comprenant N atomes
par unite´ de volume, nous pouvons exprimer ~P , le moment dipolaire par
unite´ de volume ou polarisation :
~P = N~p = Nε0
↔
α~E = ε0
↔
χ~E (1.2)
ou`
↔
χ est de´fini comme la susceptibilite´ e´lectrique du mate´riau conside´re´. Tout
comme la polarisabilite´
↔
α, il s’agit e´galement d’un tenseur de rang 2.
De la`, nous pouvons de´finir des grandeurs comme la constante die´lectrique
↔
εr et la permittivite´
↔
ε de la manie`re suivante :
↔
εr = 1 +
↔
χ (1.3)
↔
ε = ε0
↔
εr (1.4)
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Notons que nous pouvons relier εr a` une grandeur physique mesurable :
l’indice de re´fraction n du mate´riau.
n(ω) =
√
εr(ω) (1.5)
ou` ω est la pulsation du champ e´lectrique ge´ne´re´ par l’onde e´lectromagne´tique.
Sachant cela, nous pouvons exprimer le vecteur de´placement e´lectrique
~D pour un milieu die´lectrique neutre soumis a` un champ e´lectrique ~E. Il est
de´fini comme le champ e´lectrique total agissant dans le mate´riau ; a` savoir la
somme du champ e´lectrique exte´rieur ~E et de la polarisation ~P :
~D = ε0 ~E + ~P = ε0 ~E + ε0
↔
χ~E = ε0 (1 +
↔
χ) ~E = ε0
↔
εr ~E =
↔
ε ~E (1.6)
Remarquons deux formes inte´ressantes de l’expression de ~D :
~D = ε0 ~E + ~P =
↔
ε ~E (1.7)
Dans la premie`re forme, ~D est exprime´ comme e´tant une contribution du vide
ε0 ~E et une contribution de la matie`re ~P alors que la seconde est directement
relie´e au champ e´lectrique en utilisant la permittivite´. Notons e´galement qu’il
est ne´cessaire que
↔
ε soit un tenseur d’ordre deux puisque ~D et ~E ne sont pas
toujours paralle`les, comme dans le cas des milieux anisotropes.
1.3 Polarisation des mate´riaux en optique non
line´aire
1.3.1 Susceptibilite´ du second ordre χ(2)
Nous allons maintenant nous inte´resser au cas d’un mate´riau soumis a` un
champ e´lectrique exte´rieur intense, comme celui fourni par un faisceau laser.
Par intense, nous entendons un champ e´lectrique dont l’intensite´ n’est plus
ne´gligeable par rapport au champ re´gnant au sein de l’atome. Afin de mieux
s’en rendre compte, nous pouvons e´valuer le champ e´lectrique agissant sur un
e´lectron pre´sent au sein de l’atome d’hydroge`ne dans le formalisme de Bohr
(rayon de Bohr= a0 = 5, 29 10
−11m) :
E =
F
e
⇒ E = e
4piε0a20
=
9 109 × 1, 6 10−19
(5, 3 10−11)2
= 5, 1 1011 V/m (1.8)
Si nous utilisons un faisceau laser de 600 mW focalise´ sur une surface de
1 µm2, nous obtenons un champ e´lectrique de l’ordre de 108 V/m ce qui n’est
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plus ne´gligeable par rapport a` la valeur calcule´e pour l’atome d’hydroge`ne [5].
Dans ce cas, la relation 1.7 n’est plus valable car la polarisation contient
des termes d’ordre supe´rieur en ~E. En effet, comme la loi de Hooke pour
le ressort F = −kx, celle-ci n’est rien d’autre que le premier terme d’un
de´veloppement en se´rie tronque´ au premier ordre. Lorsque le champ e´lectrique
est tre`s intense, nous ne pouvons plus ne´gliger les termes d’ordre supe´rieur
et nous avons :
~D =
↔
ε ~E + ~PNL = ε0 ~E + ~PL + ~PNL = ε0 ~E + ~P (1.9)
Avec, cette fois, la polarisation totale valant :
~P = ~PL + ~PNL = ~P
(1)( ~E)︸ ︷︷ ︸
~PL
+~P (2)( ~E2) + ~P (3)( ~E3) + . . . (1.10)
ou encore :
~P = ε0
↔
χ(1) ~E + ε0
→↔
χ(2) ~E2 + ε0
↔↔
χ(3) ~E3 + . . . (1.11)
ou` χ(n) est la susceptibilite´ d’ordre n, c’est-a`-dire un tenseur de rang (n+ 1)
avec 3n+1 composantes.
Dans le cadre de ce me´moire,nous nous sommes limite´s aux phe´nome`nes
d’optique non line´aire d’ordre deux, ce qui signifie que la grandeur physique
qui nous inte´resse particulie`rement est la susceptibilite´ du second ordre
→↔
χ(2).
Il s’agit d’un tenseur de rang (2 + 1) = 3 comprenant 27 composantes.
1.3.2 Proprie´te´s de syme´trie du tenseur χ(2)
Comme nous nous en rendrons compte plus loin, une des proprie´te´s la
plus inte´ressante des spectroscopies optiques non line´aires du second ordre
provient du fait qu’elles sont intrinse`quement sensibles aux interfaces. Ceci
de´coule d’une proprie´te´ toute simple du tenseur de susceptibilite´ d’ordre
deux.
En effet, supposons que nous soumettions un champ e´lectrique ~E a` un
mate´riau centrosyme´trique, c’est-a`-dire qui pre´sente un centre d’inversion.
Nous pouvons en e´crire l’expression de la polarisation non line´aire en nous
limitant, comme mentionne´ ci-dessus, au second ordre. Nous avons :
~PNL = ε0
→↔
χ(2) ~E2 (1.12)
Si nous soumettons maintenant ce meˆme mate´riau a` un autre champ e´lectrique
~E ′ de sens oppose´ au premier, tel que ~E ′ = − ~E, nous avons alors :
~P ′NL = ε0
→↔
χ(2) ~E ′2 (1.13)
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E´tant donne´ que le syste`me pre´sente un centre de syme´trie, nous avons la
condition suivante :
~P ′NL = −~PNL (1.14)
Et finalement, en combinant toutes ces expressions, nous obtenons :
ε0
→↔
χ(2) ~E ′2 = −ε0
→↔
χ(2) ~E2 (1.15)
→↔
χ(2)(− ~E)2 = −→↔χ(2) ~E2 (1.16)
→↔
χ(2) = −→↔χ(2) (1.17)
→↔
χ(2) =
→↔
0 (1.18)
La seule solution est la solution triviale. Nous avons donc que, dans le cadre
de l’approximation dipolaire, les mate´riaux centrosyme´triques ne pre´sentent
pas de re´ponse non line´aire du second ordre. Une analyse plus de´taille´e
des e´quations pre´sente´es ci-dessus nous montre que cette condition peut se
ge´ne´raliser aux susceptibilite´s d’ordre pair.
Nous pouvons maintenant expliquer cette fameuse sensibilite´ aux inter-
faces propre aux spectroscopies optiques non line´aires du second ordre. En
effet, la plupart des mate´riaux usuels pre´sentent un centre d’inversion et ne
donnent donc pas de signal non line´aire de volume. Par contre, l’interface
entre ces mate´riaux apparaˆıt comme une rupture de syme´trie ge´ne´rant une
importante source de polarisation non line´aire de surface. Le signal recueilli
avec ce type de technique est donc directement issu de l’interface sans contri-
bution provenant du volume du mate´riau lui-meˆme.
En ce qui concerne les mate´riaux non centrosyme´triques, beaucoup moins
nombreux, ils sont e´galement appele´s cristaux non line´aires et sont les seuls
a` pouvoir ge´ne´rer en volume des effets non line´aires du second ordre. Comme
nous le verrons plus loin dans la description du dispositif expe´rimental, ces
derniers peuvent servir pour des applications particulie`res parfois bien utiles.
1.3.3 Phe´nome`nes optiques non line´aires du second
ordre
Envisageons a` pre´sent une onde e´lectromagne´tique se propageant selon
OX et polarise´e perpendiculairement dans la direction OZ. Dans le cadre des
approximations explicite´es ci-dessus, nous ne tenons compte que du champ
e´lectrique oscillant de celle-ci. L’e´quation de l’onde peut s’e´crire [6] :
Ez(t) = E0Z cos
(
2pix
λ
− ωt
)
(1.19)
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Dans l’argument du cosinus, nous pouvons ne´gliger la partie spatiale de la
phase 2pix
λ
. En effet, cette dernie`re reste tre`s faible en regard de la partie
temporelle pour les longueurs d’onde optiques que nous conside´rons et les
dimensions typiques des atomes (∼ 10−3 car x ∼ 10−10 et λ ∼ 10−6). Nous
obtenons alors :
Ez(t) = E0Z cos (ωt) (1.20)
Notre but est d’e´valuer les composantes de la polarisation a` partir de l’ex-
pression ci-dessus en nous limitant aux susceptibilite´s du premier et second
ordre. En injectant cette expression dans l’e´quation 1.11 selon OX, OY et
OZ :
Px = ε0χ
(1)
xz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
xzzE
2
0Z cos
2(ωt) (1.21)
Py = ε0χ
(1)
yz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
yzzE
2
0Z cos
2(ωt) (1.22)
Pz = ε0χ
(1)
zz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
zzzE
2
0Z cos
2(ωt) (1.23)
En se souvenant de la formule trigonome´trique de Carnot :
1 + cos 2x = 2 cos2 x (1.24)
Nous obtenons finalement pour la polarisation :
Px = ε0χ
(1)
xz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
xzz
E20Z
2
+ ε0χ
(2)
xzz
E20Z
2
cos(2ωt) (1.25)
Py = ε0χ
(1)
yz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
yzz
E20Z
2
+ ε0χ
(2)
yzz
E20Z
2
cos(2ωt) (1.26)
Pz = ε0χ
(1)
zz E0Z cos(ωt) + ε0χ
(2)
zzz
E20Z
2
+ ε0χ
(2)
zzz
E20Z
2
cos(2ωt) (1.27)
Le premier terme du membre de droite est relatif a` l’optique line´aire qui
pre´dit une polarisation oscillant a` la fre´quence ω du champ e´lectrique. Quant
au terme non line´aire, il contient a` pre´sent une composante a` fre´quence nulle
et une composante a` la fre´quence 2ω :
~P = ~PL(ω) + ~PNL(0, 2ω) (1.28)
Ces deux phe´nome`nes sont respectivement appele´s rectification optique et
ge´ne´ration du second harmonique. Le premier consiste en l’apparition d’une
diffe´rence de potentiel aux bornes du mate´riau conside´re´ tandis que le second
double la fre´quence du rayonnement incident et en change ainsi la couleur.
Conside´rons maintenant le cas de deux ondes e´lectromagne´tiques se pro-
pageant toutes deux selon OX et polarise´es perpendiculairement dans la
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meˆme direction OZ mais posse´dant des fre´quences diffe´rentes ω1 et ω2. Nous
obtenons apre`s simplification de la partie spatiale de la phase :
E1(t) = E1Z cos (ω1t) (1.29)
E2(t) = E2Z cos (ω2t) (1.30)
De´terminons la composante de la polarisation selon OX en nous arreˆtant au
second ordre :
Px = PLx + PNLx
= ε0χ
(1)
xz (E1 + E2) + ε0χ
(2)
xzz(E1 + E2)
2
= ε0χ
(1)
xz E1 + ε0χ
(1)
xz E2 + ε0χ
(2)
xzzE
2
1 + ε0χ
(2)
xzzE
2
2 + 2ε0χ
(2)
xzzE1E2
=
{
ε0χ
(1)
xz E1Z cos(ω1t) + ε0χ
(1)
xz E2Z cos(ω2t)
}
+
{
ε0χ
(2)
xzzE21Z cos
2(ω1t) + ε0χ
(2)
xzzE22Z cos
2(ω2t)
+2ε0χ
(2)
xzzE1ZE2Z cos(ω1t) cos(ω2t)
} (1.31)
Nous obtenons a` nouveau une e´quation du type :
P = PL + PNL (1.32)
Comme nous pouvions nous y attendre, la partie line´aire nous livre deux
contributions a` la polarisation qui oscillent aux fre´quences ω1 et ω2 des
champs incidents. En ce qui concerne le terme non line´aire, nous pouvons
y appliquer les formules de trigonome´trie suivantes :
2 cos a cos b = cos(a+ b) + cos(a− b) (1.33)
1 + cos 2x = 2 cos2 x (1.34)
Nous obtenons alors :
PNLx =ε0χ
(2)
xzz
E21z
2
+ ε0χ
(2)
xzz
E22z
2
+ ε0χ
(2)
xzz
E21z
2
cos(2ω1t) + ε0χ
(2)
xzz
E22z
2
cos(2ω2t)
+ ε0χ
(2)
xzzE1zE2z cos [(ω1 + ω2)t]
+ ε0χ
(2)
xzzE1zE2z cos [(ω1 − ω2)t]
(1.35)
La re´ponse en terme de polarisation de la susceptibilite´ du second ordre face
a` deux champs e´lectriques exte´rieurs de fre´quences ω1 et ω2, contient donc
quatre termes (Fig. 1.2) :
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– Deux termes a` fre´quence nulle associe´s a` la rectification optique.
– Un terme a` la fre´quence 2ω1 et un terme a` la fre´quence 2ω2 qui sont la
ge´ne´ration du second harmonique pour chacune des fre´quences excita-
trices.
– Un terme a` la fre´quence [ω1 + ω2] qui est la ge´ne´ration de fre´quence-
somme (SFG).
– Un terme a` la fre´quence [ω1 − ω2] qui est la ge´ne´ration de fre´quence-
diffe´rence (DFG).
w
2w
w
c
(2)
Générationdu second harmonique
Absorption virtuelle de deux photons à
la fréquence et émission d’un photon
à la fréquence 2 .
w
w
Rectification optique
Génération d’une différence de potentiel
aux bornes d’un milieu non linéaire
sous l’action d’un champ
électromagnétique intense.
w
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w +w
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w
2
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Absorption virtuelle d’un photon à la
fréquence et d’un photon à la
fréquence et émission d’un photon à
la fréquence .
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fréquence et d’un photon à la
fréquence et émission d’un photon à
la fréquence .
w
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1
2
2
w
c
(2)
+V
Fig. 1.2 – Les principaux phe´nome`nes optiques du second ordre
Comme nous pouvons nous en rendre compte, meˆme en se limitant au se-
cond ordre, l’optique non line´aire permet de manipuler a` volonte´ la fre´quence
de la lumie`re. Le chapitre suivant pre´sente les principales spectroscopies op-
tiques du second ordre qui rele`vent des phe´nome`nes physiques pre´sente´s ci-
dessus.
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1.4 Origine de la non line´arite´
A ce stade de nos de´veloppements, il semble important de pre´ciser les
origines physiques de la non line´arite´. L’objectif de ce paragraphe est de
comprendre clairement d’ou` proviennent les phe´nome`nes non line´aires en op-
tique, c’est pourquoi celui-ci se veut qualitatif. Une description quantitative
reprenant la re´solution in-extenso des e´quations peut se trouver ailleurs [5].
En re´alite´, la non line´arite´ apparaˆıt dans le mode`le e´le´mentaire de « l’e´lec-
ron e´lastiquement lie´ » utilise´ pour pre´dire la re´ponse de celui-ci par rapport
a` un champ e´lectrique excitateur. En effet, un mate´riau peut eˆtre essen-
tiellement conside´re´ comme un ensemble de particules charge´es. Soumises
a` un champ e´lectrique, les charges tendent a` se de´placer. Dans le cas d’un
conducteur, les e´lectrons peuvent se de´placer a` travers le mate´riau donnant
lieu a` un courant e´lectrique. Dans le cas d’un die´lectrique, qui est d’usage
beaucoup plus courant en optique, les particules charge´es sont fortement
lie´es les unes aux autres. Les charges ont alors un mouvement transitoire
et s’e´loignent le´ge`rement de leur position d’e´quilibre. Ce sont ces petits
de´placements e´le´mentaires qui se traduisent par l’apparition du moment di-
polaire induit dont nous avons parle´ pre´ce´demment. De plus, les ions positifs
ayant souvent une masse conside´rablement supe´rieure a` celle des e´lectrons, il
est possible de conside´rer en bonne approximation que seuls ces derniers sont
anime´s d’un mouvement. Nous pouvons de´crire une telle situation a` l’aide
d’un mode`le simple ou` l’e´lectron de masse m et de charge −e est lie´ au noyau
par l’interme´diaire d’un ressort. Nous conside´rons alors les atomes comme un
ensemble d’oscillateurs harmoniques amortis, ayant une constante d’amortis-
sement γ et une pulsation re´sonante ω0 =
√
k/m. En pre´sence d’un champ
e´lectrique exte´rieur, l’e´quation du mouvement d’un e´lectron s’e´crit comme le
pre´dit Newton :
m
d2x
dt2
= −γmdx
dt
− kx− eE(t) (1.36)
ou` nous reconnaissons dans le membre de droite, le terme d’amortissement,
la force de rappel et la force excitatrice. En re´solvant cette e´quation par
l’utilisation de champs monochromatiques stationnaires de type E0e
−iωt, nous
pouvons de´duire l’expression du moment dipolaire de l’atome et, de la`, sa
polarisabilite´. Ce qui nous ame`ne finalement a` l’expression de la susceptibilite´
et de la polarisation d’ordre un en multipliant par le nombre d’e´lectrons
par unite´ de volume. Dans un tel cas de figure, nous comprenons que cette
polarisation ne peut qu’e´voluer line´airement par rapport au champ e´lectrique
exte´rieur puisque l’amplitude d’oscillation des e´lectrons est proportionnelle
au champ.
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En physique, la de´pendance line´aire d’une quantite´ en fonction d’une
autre est presque toujours une approximation, qui reste valable uniquement
a` l’inte´rieur d’un domaine particulier de l’espace des parame`tres. Dans le
cas pre´sent, l’amplitude du mouvement des e´lectrons au sein du mate´riau ne
peut eˆtre conside´re´e comme line´aire par rapport au champ e´lectrique qu’a`
la limite ou` leur de´placement est petit. Pour des e´carts a` l’e´quilibre plus
importants, la force de rappel devient significativement non line´aire en x
de manie`re a` contenir le mouvement des e´lectrons au voisinage du noyau.
Ceci arrive lorsque le champ e´lectrique excitateur devient trop intense. Les
e´lectrons n’e´voluent donc plus dans un potentiel harmonique et il faut in-
troduire des termes supple´mentaires dans l’expression de la force de rappel.
Nous nous trouvons alors dans le cadre de l’oscillateur anharmonique amorti
et l’e´quation pre´ce´dente s’e´crit alors, en nous limitant a` l’ordre deux :
m
d2x
dt2
= −γmdx
dt
− kx− αx2 − eE(t) (1.37)
ou` −αx2 est le terme qui introduit le potentiel anharmonique. Lorsque les
termes non harmoniques sont pris en compte, il n’existe plus de solution
ge´ne´rale a` notre e´quation. Toutefois, dans la limite ou` ces termes sont suffi-
samment petits devant la composante harmonique, il est possible de proce´der
a` une re´solution par perturbations en effectuant un de´veloppement de la so-
lution x en puissance de l’amplitude du champ e´lectrique. Ceci conduit a` l’ex-
pression de la polarisation du milieu admettant e´galement un de´veloppement
en puissance de E, comme elle est pre´sente´e a` l’e´quation 1.11 et qui fait ap-
paraˆıtre la susceptibilite´ du second ordre. Comme nous l’avons vu pre´ce´dem-
ment, c’est cette dernie`re qui est responsable des phe´nome`nes non line´aires
dont il est question dans ce me´moire.
Comme nous pouvons le constater, la non line´arite´ n’est pas intrinse`que
a` un champ e´lectrique trop intense comme cela est parfois mal compris. En
re´alite´, elle trouve ses origines au cœur meˆme de la re´ponse du mate´riau.
C’est donc la matie`re au sens strict qui donne naissance aux phe´nome`nes
non line´aires pre´sente´s pre´ce´demment.
Notons pour terminer ce paragraphe que le mode`le de l’oscillateur an-
harmonique pre´sente´ ici a ses limites. Par exemple, nous avons uniquement
conside´re´ le cas ou` la fre´quence optique e´tait proche du domaine visible, de
sorte que le mouvement des e´lectrons e´tait la composante dominante de la
re´ponse du milieu. Aux fre´quences infrarouges, le mouvement des ions de-
vient plus important et peut e´galement jouer un roˆle dans la re´ponse non
line´aire du milieu.
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Chapitre 2
Spectroscopies optiques non
line´aires
2.1 Introduction
Apre`s Franken en 1961 et la de´couverte expe´rimentale du deuxie`me phe´no-
me`ne optique du second ordre, la SFG, par Bass et al. en 1962 [7], quelques
travaux mirent au point la spectroscopie SHG [8] mais il fallut attendre la fin
des anne´es 1980 pour assister au de´veloppement des spectroscopies optiques
non line´aires.
En 1987, Y. Shen fut le premier a` mettre en e´vidence la spectroscopie par
ge´ne´ration de fre´quence-somme sur des monocouches auto-assemble´es [9][10].
En effet, de par leur nature non-line´aire de second ordre, les spectroscopies
SHG, SFG et DFG sont des phe´nome`nes fortement spe´cifiques aux surfaces et
elles peuvent eˆtre utilise´es pour caracte´riser tout type d’interface entre deux
milieux centrosyme´triques en volume qu’ils soient liquides, gazeux ou solides.
Mais la` ou` la spectroscopie de ge´ne´ration du second harmonique fournit des
informations sur les proprie´te´s e´lectroniques ou l’anisotropie des mate´riaux,
la SFG et la DFG, re´ve`lent la signature vibrationnelle d’un adsorbat. Ces
deux dernie`res apportent essentiellement la meˆme information physique, ce-
pendant, la DFG reste moins aise´e a` mettre en œuvre expe´rimentalement ;
c’est pourquoi la litte´rature est beaucoup plus riche en ce qui concerne la
SFG.
Plus re´cemment, une nouvelle application de la spectroscopie SFG a e´te´
mise au point, la SFG deux couleurs ou doublement re´sonante. Celle-ci per-
met de mettre en e´vidence non seulement les proprie´te´s vibrationnelles des
interfaces e´tudie´es mais e´galement les proprie´te´s e´lectroniques.
Dans le cadre de ce me´moire, nous avons exclusivement utilise´ la spectro-
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scopie SFG simplement re´sonante. Dans les pages qui suivent, nous de´taillons
donc les fondements the´oriques relatifs a` la ge´ne´ration de fre´quence-somme
a` l’interface entre deux milieux ainsi que la mode´lisation de cette meˆme in-
terface que nous procure cette spectroscopie. Les de´veloppements que nous
pre´sentons s’inspirent de diffe´rents ouvrages que nous ne saurions que trop
conseiller au lecteur inte´resse´ [11][12][13][14][15][16].
2.2 Propagation des ondes e´lectromagne´tiques
a` l’interface
Nous avons vu pre´ce´demment que nous pouvons e´valuer la re´ponse d’un
milieu a` une excitation d’origine e´lectromagne´tique. Cette re´ponse, la pola-
risation, constitue une source qui, a` son tour, va rayonner un champ e´lectro-
magne´tique. L’e´quation d’onde, qui re´git la propagation de tous ces champs
dans un milieu, peut eˆtre e´tablie a` partir des e´quations de Maxwell qui
gouvernent tous les phe´nome`nes e´lectromagne´tiques. Ces dernie`res s’e´crivent
dans le syste`me MKS :
~∇× ~E = −∂
~B
∂t
(2.1)
~∇× ~H = ∂
~D
∂t
+ ~J (2.2)
~∇ · ~D = ρ (2.3)
~∇ · ~B = 0 (2.4)
avec ~J(r, t) et ρ(r, t) e´tant respectivement les densite´s de courant et de charge
et avec ~E(r, t) le champ e´lectrique, ~D(r, t) le de´placement e´lectrique, ~B(r, t)
le champ d’induction magne´tique et ~H(r, t) le champ magne´tique. Ces gran-
deurs sont relie´es entre elles par les relations suivantes :
~D = ε0
↔
ε ~E (2.5)
~B = µ0
↔
µ ~H (2.6)
ou` ε0 et µ0 sont respectivement la permittivite´ et la perme´abilite´ magne´tique
du vide. Celles-ci sont des grandeurs scalaires, par opposition a`
↔
ε et
↔
µ, la
permittivite´ et la perme´abilite´ magne´tique du milieu, qui sont des grandeurs
tensorielles de´pendantes de la fre´quence des champs excitateurs.
Pour simplifier, nous faisons l’hypothe`se d’un milieu non magne´tique pour
lequel µ = 1 et de´pourvu de densite´ de courant et de charges. Nous avons
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alors :
~∇× ~E = −∂
~B
∂t
(2.7)
~∇× ~B = µ0∂
~D
∂t
(2.8)
~∇ · ~D = 0 (2.9)
~∇ · ~B = 0 (2.10)
En prenant le rotationnel de l’e´quation 2.7, nous avons :
~∇× (~∇× ~E) = ~∇×
(
−∂
~B
∂t
)
= −∂(
~∇× ~B)
∂t
(2.11)
En y injectant l’e´quation 2.8 :
~∇× (~∇× ~E) = −µ0∂
2 ~D
∂t2
(2.12)
D’autre part, la relation de constitution, pre´ce´demment de´finie, est :
~D = ε0 ~E + ~P (2.13)
Nous obtenons alors :
~∇× (~∇× ~E) + ε0µ0∂
2 ~E
∂t2
= −µ0∂
2 ~P
∂t2
(2.14)
Sachant que :
ε0µ0 =
1
c2
(2.15)
Nous avons finalement :
~∇× (~∇× ~E) + 1
c2
∂2 ~E
∂t2
= − 1
ε0c2
∂2 ~P
∂t2
(2.16)
qui est l’e´quation de propagation pour le champ e´lectrique. En examinant
cette e´quation, nous remarquons que le membre de droite est relatif a` la
re´ponse du milieu par rapport au champ e´lectrique. En prenant ce second
membre nul, nous retombons bien sur l’e´quation d’Helmholtz qui pre´dit
l’existence d’ondes e´lectromagne´tiques dans le vide a` savoir un milieu de
re´ponse nulle. Comme pour l’e´quation d’Helmholtz, nous pouvons re´soudre
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cette e´quation diffe´rentielle en supposant que le champ e´lectrique prend la
forme d’une superposition d’ondes planes monochromatiques :
~E =
N∑
i=1
~Eie
i(~ki·~r−ωit) (2.17)
ou` la somme s’e´tend non seulement aux ondes incidentes mais e´galement a`
l’ensemble des ondes ge´ne´re´es dans le milieu par la polarisation.
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment, la polarisation induite dans le
milieu contient une partie line´aire et une partie non line´aire :
~P = ~PL + ~PNL (2.18)
Comme le champ e´lectrique, cette polarisation peut se repre´senter comme
une somme d’ondes planes monochromatiques :
~PL(~r, t) =
N∑
i=1
~P
(1)
i e
i(~ki·~r−ωit) = ε0
N∑
i=1
↔
χ(1)(ωi) ~Eie
i(~ki·~r−ωit) (2.19)
~PNL(~r, t) =
∑
n>1
~P (n)(~r, t) =
N∑
i=1
~PNLi e
i(~ki·~r−ωit) (2.20)
Sachant cela, l’e´quation de propagation du champ devient :
N∑
i=1
[
~∇× (~∇× ~Ei)− ω
2
i
c2
~Ei − 1
ε0c2
ω2i
~P
(1)
i −
1
ε0c2
ω2i
~PNLi
]
= 0 (2.21)
Et donc :
N∑
i=1
{
~∇× (~∇× ~Ei)− ω
2
i
c2
[
1 +
↔
χ(1)(ωi)
]
~Ei − 1
ε0c2
ω2i ~P
NL
i
}
= 0 (2.22)
Cette e´quation doit eˆtre valable ∀t et donc chacun des termes de la somme
doit eˆtre nul quel que soit ω. Nous avons donc, en nous rappelant de la
de´finition de µ0 (2.15) et de
↔
εr (1.3), une e´quation pour chaque fre´quence
pre´sente dans le milieu :[
~∇× (~∇×)− ω
2
c2
↔
εr(ω)
]
~E(~k, ω) = µ0ω
2 ~PNL(~k, ω) (2.23)
20
2.2.1 Equation de propagation applique´e a` la SFG
Examinons maintenant le cas de la ge´ne´ration de fre´quence-somme et
appliquons-lui l’e´quation de propagation que nous venons d’e´tablir. Pour
ce faire, conside´rons l’interface entre deux milieux semi-infinis ayant pour
limite y = 0. Le premier, d’indice n1 est un milieu line´aire et le second,
d’indice n2, un milieu non line´aire. Conside´rons e´galement deux ondes planes
e´lectromagne´tiques incidentes, monochromatiques et coplanaires focalise´es
toutes deux en un point pre´cis de l’interface. Le proble`me est de caracte´riser
les champs e´lectriques ge´ne´re´s a` la fre´quence-somme, tant pour les ondes
transmises (kT1 , k
T
2 , k
T
3 ) que re´fle´chies (k
R
3 ), tout cela en partant des ondes
incidentes connues (kI1, k
I
2), (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1 – Diffe´rents vecteurs d’onde implique´s dans la ge´ne´ration de
fre´quence-somme dans un milieu non line´aire semi-infini de limite y = 0
Il y a donc trois ondes de fre´quences diffe´rentes qui parcourent le mi-
lieu : ω1, ω2 et ω3 = ω1 + ω2 et chacune doit ve´rifier l’e´quation 2.23. Nous
obtenons alors trois e´quations couple´es par l’interme´diaire de la polarisation
non line´aire. La diffe´rence par rapport au cas line´aire vient du fait que ce
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couplage peut mener a` des e´changes d’e´nergie entre ces trois ondes.
[
~∇× (~∇×)− ω21
c2
↔
εr(ω1)
]
~E1(~k1, ω1) = µ0ω
2
1
~P (2)(~k1, ω1)[
~∇× (~∇×)− ω22
c2
↔
εr(ω2)
]
~E2(~k2, ω2) = µ0ω
2
2
~P (2)(~k2, ω2)[
~∇× (~∇×)− ω23
c2
↔
εr(ω3)
]
~E3(~k3, ω3) = µ0ω
2
3
~P (2)(~k3, ω3)
(2.24)
2.2.2 Intensite´ du faisceau SFG re´fle´chi
La re´solution de ce syste`me n’est pas chose aise´e et ne´cessite d’utiliser
des approximations. En effet, ce syste`me peut s’e´crire de manie`re e´quivalente
en nous souvenant de l’expression de la polarisation d’ordre deux e´tablie a`
l’e´quation 1.11 :
[
~∇× (~∇×)− ω21
c2
↔
εr(ω1)
]
~E1(~k1, ω1) = µ0ε0ω
2
1
→↔
χ(2)(−ω1,−ω2, ω3) ~E∗2 ~E3[
~∇× (~∇×)− ω22
c2
↔
εr(ω2)
]
~E2(~k2, ω2) = µ0ε0ω
2
2
→↔
χ(2)(−ω2,−ω1, ω3) ~E∗1 ~E3[
~∇× (~∇×)− ω23
c2
↔
εr(ω3)
]
~E3(~k3, ω3) = µ0ε0ω
2
3
→↔
χ(2)(−ω3, ω1, ω2) ~E1 ~E2
(2.25)
Sous cette formulation, nous pouvons facilement nous rendre compte que la
troisie`me e´quation est la seule que nous avons a` conside´rer. En effet, l’inten-
site´ du faisceau SFG est ne´gligeable par rapport a` l’intensite´ des faisceaux
incidents. Or, ces deux derniers n’interviennent ensemble que dans la dernie`re
e´quation, associe´e a` l’onde de fre´quence ω3. Nous ne´gligeons donc les polarisa-
tions non line´aires ge´ne´re´es par chacune des ondes incidentes avec le faisceau
SFG.
Il nous reste donc a` re´soudre l’e´quation :[
~∇× (~∇×)− ω
2
3
c2
↔
εr(ω3)
]
~E3(~k3, ω3) = µ0ω
2
3
~P (2)(~k3, ω3) (2.26)
Une solution particulie`re de cette e´quation diffe´rentielle inhomoge`ne est l’onde
plane de vecteur d’onde kS3 et de fre´quence ω3. Ceci nous permet d’explici-
ter quelque peu la figure 2.1. En effet, les ondes incidentes (I) sont, e´tant
donne´ qu’elles respectent les lois de la re´flexion et de la re´fraction, en par-
tie re´fle´chies et en partie transmises (T ). De ces dernie`res est alors ge´ne´re´e
la polarisation non line´aire de vecteur d’onde kS3 qui donne lieu aux ondes
oscillants a` la fre´quence ω3. Nous obtenons alors deux ondes a` la fre´quence-
somme, la premie`re est transmise (T ) et la seconde re´fle´chie (R). Notons que
ces dernie`res sont des solutions de l’e´quation pre´ce´dente rendue homoge`ne.
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Cette e´quation peut eˆtre solutionne´e en nous souvenant que ~∇× (~∇×) =
~∇(~∇·) − ~∇2 et en utilisant les proprie´te´s relatives a` l’utilisation de champs
e´lectriques sous forme d’ondes planes.
La re´solution comple`te de cette e´quation nous ame`ne a` l’expression de ~E3
qui nous donne acce`s a` l’intensite´ du faisceau SFG puisqu’en toute ge´ne´ralite´
nous avons :
ISFG =
∣∣∣ ~E3(ω3)∣∣∣2 (2.27)
De cette expression du champ e´lectrique, nous obtenons alors, sans entrer
dans les de´tails, les contributions principales entrant en compte dans le calcul
de l’intensite´ SFG. Il s’agit bien suˆr, de la fre´quence SFG et de la suscepti-
bilite´ du second ordre mais aussi de ce que nous appellerons les facteurs de
Fresnel. Ceux-ci de´finissent l’intensite´ du champ e´lectrique total a` l’interface
engendre´ par un champ e´lectrique incident et de´pendent principalement des
vecteurs d’onde associe´s a` chaque champ e´lectrique pre´sent et de la constante
die´lectrique du milieu incident.
Nous obtenons finalement une expression comple`te de l’intensite´ du fais-
ceau qui nous inte´resse le plus, le faisceau SFG re´fle´chi. Cette expression
tient compte, non seulement, des contributions mentionne´es ci-dessus, mais
e´galement de l’intensite´ des faisceaux incidents, a` savoir le visible et l’infra-
rouge :
IRSFG =
ω2SFG
c2
∣∣∣∣∣FRωSFGF (ωIR)F (ωvis)2√εR3 cos θR3
∣∣∣∣∣
2 ∣∣χ(2)(−ωSFG, ωIR, ωvis)∣∣2 I(ωIR)I(ωvis)
(2.28)
Un e´le´ment remarquable de cette expression est, bien entendu, la de´pendance
en χ(2) de cette expression. En effet, nous verrons par la suite que cette quan-
tite´ se trouve grandement modifie´e lorsque la fre´quence du faisceau infrarouge
correspond a` une vibration du milieu conside´re´. E´tant donne´ que les autres
contributions varient peu avec la fre´quence infrarouge, nous comprenons de´ja`
que le fait de repre´senter l’intensite´ SFG en fonction de la longueur d’onde
IR nous donnera une image de la susceptibilite´ du second ordre.
2.2.3 Direction du faisceau SFG re´fle´chi
Dans ce processus du second ordre, nous avons donc deux champs e´lectri-
ques incidents qui vont ge´ne´rer une polarisation non line´aire dans le milieu.
Cette polarisation va rayonner un champ a` la fre´quence-somme. En toute
ge´ne´ralite´, ce rayonnement se fait de manie`re isotrope. Cependant, une di-
rection peut eˆtre privile´gie´e : celle pour laquelle nous avons accord de phase,
23
qui s’exprime :
kT3 = k
S
3 (2.29)
Cette relation de´coule de la conservation de la quantite´ de mouvement qui
s’assortit e´galement d’une autre e´quation qui est fondamentale dans toute la
physique, a` savoir la conservation de l’e´nergie.
~~kS3 = ~~kT1 + ~~kT2 (2.30)
~ω3 = ~ω1 + ~ω2 (2.31)
Graˆce a` ces trois e´quations, en gardant a` l’esprit les conditions de raccord
a` l’interface, nous pouvons aise´ment trouver la direction de propagation du
faisceau SFG re´fle´chi.
En effet, la relation de conservation de la quantite´ de mouvement e´tant
une relation vectorielle, elle est vraie e´galement selon chacune de ses com-
posantes scalaires, ce qui veut dire que les composantes des vecteurs d’onde
paralle`les a` la surface (selon x) doivent eˆtre e´gales. Nous avons alors :
~kS3x = ~kT1x + ~kT2x = ~kI1x + ~kI2x (2.32)
En nous servant e´galement de la condition d’accord de phase, nous pouvons
e´crire :
~kT3x = ~kR3x = ~kT1x + ~kT2x = ~kI1x + ~kI2x (2.33)
En e´crivant les composantes selon x comme e´tant la norme du vecteur pro-
jete´e sur l’axe, nous avons :
kT3 sin θ
T
3 = k
R
3 sin θ
R
3 = k
T
1 sin θ
T
1 + k
T
2 sin θ
T
2 = k
I
1 sin θ
I
1 + k
I
2 sin θ
I
2 (2.34)
Nous obtenons alors :
ω3
c
√
εT3 sin θ
T
3 =
ω3
c
√
εR3 sin θ
R
3
=
ω1
c
√
εT1 sin θ
T
1 +
ω2
c
√
εT2 sin θ
T
2
=
ω1
c
√
εI1 sin θ
I
1 +
ω2
c
√
εI2 sin θ
I
2
(2.35)
ou` nous avons utilise´ la relation de dispersion des ondes planes :
ω2
c2
=
k2
n2
=
k2
ε
⇒ k = ω
c
√
ε (2.36)
Apre`s simplifications, nous obtenons un syste`me de deux e´quations :
ω3
√
εR3 sin θ
R
3 = ω1
√
εI1 sin θ
I
1 + ω2
√
εI2 sin θ
I
2 (2.37)
ω3
√
εT3 sin θ
T
3 = ω3
√
εR3 sin θ
R
3 (2.38)
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La premie`re peut encore se simplifier e´tant donne´ que les trois ondes conside´-
re´es se propagent dans le meˆme milieu non dispersif et nous obtenons alors
pour nos deux e´quations :
ω3 sin θ
R
3 = ω1 sin θ
I
1 + ω2 sin θ
I
2 (2.39)
ω3
√
εT3 sin θ
T
3 = ω3
√
εR3 sin θ
R
3 (2.40)
La premie`re, couple´e a` l’e´quation de conservation de l’e´nergie, nous per-
met de de´terminer facilement la direction de propagation du faisceau SFG
re´fle´chi en se basant sur notre configuration expe´rimentale connue, a` savoir
les fre´quences et les angles des faisceaux incidents. Quant a` la seconde, elle
n’est autre que la loi de la re´fraction pour l’onde SFG.
2.3 Mode´lisation des interfaces en spectro-
scopie SFG
Dans cette section, nous allons de´velopper plus en de´tail la mode´lisation
the´orique d’un adsorbat mole´culaire de´pose´ sur une surface en spectroscopie
SFG. En effet, si nous en croyons l’e´quation 2.28, il nous suffit de montrer
que la susceptibilite´ du second ordre de l’adsorbat rend compte de sa nature
vibrationnelle pour confirmer que la SFG peut s’utiliser comme une spectro-
scopie au sens strict du terme.
Dans un premier temps, nous conside´rerons que la contribution du sub-
strat a` la re´ponse non line´aire globale est ne´gligeable. Ceci n’est pas tou-
jours le cas, en particulier lorsque nous utilisons des substrats me´talliques
comme nous en parlerons plus loin. Notons e´galement que nous ne parle-
rons pas ici d’effets doublement re´sonnants qui mettent en jeu des transitions
e´lectroniques en plus des transitions vibrationnelles. Le lecteur inte´resse´ peut
en trouver une description comple`te ailleurs [16].
Avant de parler de susceptibilite´, conside´rons tout d’abord la polarisabi-
lite´ d’ordre deux α(2). Selon la description de Shen [11], nous pouvons e´crire :
α
(2)
ijk(ω3) =
Ne3ρ(0)
~2
[α
(2)
1ijk(ω3)
+ α
(2)
2ijk(ω3)
+ α
(2)
3ijk(ω3)
+ α
(2)
4ijk(ω3)
+ α
(2)
5ijk(ω3)
+ α
(2)
6ijk(ω3)]
(2.41)
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ou` ω3 est la pulsation SFG, ρ(0), la population du niveau fondamental (0)
de l’adsorbat, N , le nombre d’atomes par unite´ de volume et e, la charge de
l’e´lectron.
Si nous conside´rons maintenant que les mole´cules adsorbe´es sont ca-
racte´rise´es par diffe´rents niveaux re´els m et n de demi-largeur a` mi-hauteur
Γom et Γon qui peuvent eˆtre excite´s a` partir du niveau fondamental (0) par
des pulsations ωom et ωon, nous pouvons de´velopper les e´le´ments constitutifs
de la relation pre´ce´dente :
α
(2)
1ijk(ω3) =
∑
nm
(ri)om(rj)mn(rk)on
(ω3 − ωmo + iΓmo)(ω2 − ωno + iΓno) (2.42)
α
(2)
2ijk(ω3) =
∑
nm
(ri)om(rk)mn(rj)on
(ω3 − ωmo + iΓmo)(ω1 − ωno + iΓno) (2.43)
α
(2)
3ijk(ω3) =
∑
nm
(rk)om(rj)mn(ri)on
(ω3 + ωmo + iΓmo)(ω2 + ωno + iΓno)
(2.44)
α
(2)
4ijk(ω3) =
∑
nm
(rj)om(rk)mn(ri)on
(ω3 + ωmo + iΓmo)(ω1 + ωno + iΓno)
(2.45)
α
(2)
5ijk(ω3) =
∑
nm
(rj)om(ri)mn(rk)on
(ω1 − ωmo + iΓmo)(ω2 + ωno + iΓno) (2.46)
α
(2)
6ijk(ω3) =
∑
nm
(rk)om(ri)mn(rj)on
(ω2 − ωmo + iΓmo)(ω1 + ωno + iΓno) (2.47)
(2.48)
ou` les (ri)om sont les e´le´ments de matrice de transition dipolaire projete´s
sur x, y ou z entre le niveau m et le fondamental (0) dans l’expression de
l’Hamiltonien d’interaction d’une mole´cule avec un champ e´lectromagne´tique
et ω2, la pulsation du faisceau infrarouge.
Si nous nous limitons maintenant a` un seul niveau vibrationnel (e) ex-
citable par le faisceau infrarouge, les re´sonances SFG apparaissent pour
ω2 = ωmo et ω2 = ωno. Dans ce cas, les termes (2.42) et (2.47) deviennent
pre´ponde´rants et nous ne´gligeons donc les autres. Nous retrouvons alors pour
l’expression (2.41) :
α
(2)
ijk(ω3) =
(rk)eoNe
3ρ(0)
~2(ω3 − ωeo + iΓeo)︸ ︷︷ ︸
?
∑
m
 (ri)om(rj)me(ω3 − ωmo + iΓmo) + (ri)em(rj)mo(ω1 + ωmo + iΓmo)︸ ︷︷ ︸
??

(2.49)
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ou` le terme marque´ ? correspond a` un processus d’absorption infrarouge a`
un photon et le terme marque´ ?? a` un processus Raman Anti-Stokes a` deux
photons.
Nous pouvons tirer une conclusion importante de cette relation. En effet,
les processus SFG ne sont actifs que si les mole´cules conside´re´es pre´sentent
des sections efficaces Raman et infrarouge simultane´ment actives.
Une fois ceci e´tabli, nous pouvons maintenant pousser notre raisonne-
ment plus loin et passer de la polarisabilite´, grandeur microscopique, a` son
e´quivalent macroscopique, la susceptibilite´ χ(2). Pour ce faire, nous devons
avoir recours a` une transformation de coordonne´es (note´e T ), moyenne´e
sur l’orientation des mole´cules, nous permettant de passer du repe`re de la
mole´cule isole´e (indices ijk) au repe`re du laboratoire (indices lmn). De plus,
pour obtenir la susceptibilite´ totale, nous devons multiplier la polarisabilite´
par la densite´ surfacique de mole´cules Ns en conside´rant que l’e´largissement
des raies SFG est homoge`ne. Nous obtenons finalement :
χ
(2)
SFG(lmn) = Ns
∑
ijk
〈
T ijklmn
〉
α
(2)
ijk (2.50)
Il s’agit de l’expression de la susceptibilite´ totale d’ordre deux de l’adsorbat
qui, comme nous pouvons le constater, varie principalement avec la fre´quence
du faisceau infrarouge. Cette dernie`re est le parame`tre physique qui rece`le
toute l’information apporte´e par les moments de transitions dipolaires et
les polarisabilite´s Raman. Il est donc tout a` fait justifie´ de pre´senter les
spectres expe´rimentaux comme l’intensite´ SFG en fonction de la longueur
d’onde infrarouge comme ce sera le cas dans la suite de ce me´moire. Sous cette
pre´sentation, nous obtenons alors des spectres vibrationnels de l’interface
e´tudie´e.
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Chapitre 3
Dispositif expe´rimental
3.1 Introduction
Comme nous l’avons vu dans les chapitres pre´ce´dents, la spectroscopie
SFG ne´cessite des faisceaux lasers intenses. Dans cette optique, le laboratoire
LASMOS et plus particulie`rement les docteurs A. A. Mani et A. Peremans,
ont mis au point un laser de table pulse´ « tout solide » dont les spe´cifications
sont parfaitement adapte´es au besoin de la spectroscopie optique non line´aire.
Signalons que ce montage, tenant toutes ses promesses, a e´te´ re´compense´
par le Prix Economique de la Province de Namur 1999 [17]. Graˆce a` ce
dispositif, nous disposons de deux faisceaux lasers pulse´s de puissance creˆte
suffisamment intense. Le premier est un faisceau accordable dans le domaine
de l’infrarouge sur un domaine spectral allant de 2, 5 a` 10 µm et le second,
un faisceau visible e´galement accordable de 410 a` 750 nm.
Dans les pages qui suivent, nous nous proposons de de´crire succinctement
ce dispositif afin de comprendre les conditions et contraintes expe´rimentales
que ne´cessite la spectroscopie SFG. Toutefois, une description plus approfon-
die d’un tel syste`me peut se trouver ailleurs [18][19][20][21].
3.2 Le dispositif laser
En consultant le sche´ma de principe du dispositif laser (Fig. 3.1), nous
pouvons tout de suite nous rendre compte qu’il est compose´ de quatre parties
principales. Ces « e´tages » sont :
– L’oscillateur (I)
– L’amplificateur (II)
– L’oscillateur parame´trique optique (OPO) infrarouge (III)
– L’OPO visible (IV)
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Fig. 3.1 – Dispositif laser de´veloppe´ au LASMOS et utilise´ pour la spectro-
scopie SFG
3.2.1 L’oscillateur
La premie`re partie est un laser Nd-YAG fonctionnant en mode bloque´.
Comme nous le savons, tout laser est compose´ de trois parties essentielles, a`
savoir une cavite´, un milieu actif et un dispositif de pompage. L’oscillateur
reprend en re´alite´ ces e´le´ments constitutifs.
Le milieu actif est un barreau de Nd :YAG (Quantel) dont les faces sont
clive´es d’un angle de 2˚ afin d’e´viter des oscillations parasites au sein meˆme
du milieu actif. Le Ne´odyme :Yttrium Aluminium Garnet est un grenat ar-
tificiel de composition Y3Al5O12 dope´ par des ions Ne´odyme. Environ 1%
des ions Y 3+ sont remplace´s par des ions Nd3+ qui sont responsables de
l’effet laser. Pour obtenir un tel effet, il faut re´aliser une inversion de popula-
tion du milieu optique. Re´aliser cette inversion consiste a` modifier l’occupa-
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tion des niveaux e´nerge´tiques du milieu : il s’agit de vider l’un des niveaux
e´nerge´tiques infe´rieurs au profit de l’un des niveaux supe´rieurs jusqu’a` ce que
la population de ce dernier soit supe´rieure a` celle du premier. L’inversion une
fois obtenue, le retour a` l’e´quilibre se fera graˆce a` des transitions de relaxa-
tion radiatives qui, si elles s’effectuent avec e´missions stimule´es de photons,
pourront donner lieu a` une e´mission laser.
Le de´peuplement d’un niveau infe´rieur au profit d’un niveau supe´rieur
peut eˆtre obtenu en soumettant le syste`me a` un rayonnement lumineux via
des lampes a` e´clairs (taux de re´pe´tition de 25 Hz). Ces dernie`res sont dis-
pose´es paralle`lement au barreau et leur longueur d’onde est accorde´e a` l’inter-
valle d’e´nergie se´parant les deux niveaux conside´re´s. Ce rayonnement induit
alors des transitions du niveau fondamental vers un niveau supe´rieur dit de
pompage. Un me´canisme qui ne met en oeuvre que deux niveaux n’est ce-
pendant pas suffisant ; en effet, dans un tel cas, les phe´nome`nes de relaxation
font qu’il n’est pas possible d’atteindre l’inversion de population. En d’autres
termes, il est possible de de´placer l’e´quilibre, mais pas de se placer « hors
e´quilibre » au sens de la statistique de Boltzmann. Pour obtenir l’inversion,
il faut que le syste`me se comporte de fac¸on « dissyme´trique » vis-a`-vis des
transitions graˆce a` la pre´sence de niveaux interme´diaires servant de relais.
Dans le cas du laser Nd-YAG, le milieu actif (les ions Nd3+ disperse´s dans
la matrice YAG) est un syste`me qui met en jeu quatre niveaux (Fig. 3.2).
Laser
Nd:Yag
1064nm
Pompe :
Lampes
flashes
750-800 nm
Décroissance
non radiative
Etat fondamental
Niveaux de pompage
4
I9/2
4
F3/2
4
I11/2
Fig. 3.2 – Sche´ma des niveaux d’e´nergie du Nd :YAG
Le pompage du syste`me est obtenu graˆce au rayonnement lumineux des
lampes a` e´clairs qui induit des transitions du niveau fondamental 4I9/2 vers le
niveau de pompage. En re´alite´, ce niveau n’est pas discret mais est constitue´
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de plusieurs bandes ; deux parmi les plus importantes peuvent eˆtre excite´es
a` partir du niveau fondamental au moyen de longueurs d’onde voisines de
0.80 et 0.75 microme`tres. Le pompage du Ne´odyme devra donc eˆtre effectue´
a` partir d’une source dont le spectre recouvre ces bandes.
Les atomes excite´s pre´sents au niveau de pompage relaxent tre`s rapide-
ment vers le niveau 4F3/2 en ce´dant leur e´nergie au re´seau cristallin. Cette
de´croissance transforme une partie de l’e´nergie de pompe en chaleur, ce qui
ne´cessite un refroidissement des barreaux par circulation d’eau. Ce niveau
pre´sentant la particularite´ d’eˆtre me´tastable, les e´lectrons excite´s viennent
s’y accumuler, re´alisant l’inversion de population entre les niveaux 4I11/2 et
4F3/2. Cette inversion est e´videmment d’autant plus facile a` obtenir que l’oc-
cupation du niveau 4I11/2 est faible : en effet, ce dernier est suffisamment
e´loigne´ du niveau fondamental pour eˆtre pratiquement vide, et c’est de sur-
croˆıt un niveau a` courte dure´e de vie.
Le passage 4F3/2 vers
4I11/2 correspond a` la transition laser, qui s’effec-
tue par e´mission d’un photon a` 1064 nm. Le barreau, associe´ aux lampes,
constitue ainsi un amplificateur optique a` cette longueur d’onde.
Afin d’obtenir en sortie du laser un faisceau dont les proprie´te´s soient
bien de´finies, il est indispensable d’ajouter a` l’amplificateur une re´troaction
se´lective qui de´finira les caracte´ristiques spectrales, directionnelles et spa-
tiales du rayonnement. C’est le roˆle de la cavite´ (re´sonateur optique) constitue´e
de deux miroirs qui se font face en encadrant le milieu actif. Un tel re´sonateur
agit comme un filtre : seuls les photons dont la direction de propagation est
paralle`le a` l’axe de la cavite´ re´sonante et dont la longueur d’onde est accorde´e
a` la distance se´parant les deux miroirs, seront susceptibles d’osciller et, en
conse´quence, d’eˆtre amplifie´s par e´mission stimule´e a` chacun de leurs passages
dans le milieu actif. En d’autres termes, il existe un nombre de´termine´ de
modes d’oscillation dans la cavite´. Cependant, dans le cas du laser Nd-YAG,
ces modes sont trop nombreux et nous avons donc recours a` un modulateur
acousto-optique (AOML) place´ dans la cavite´. Celui-ci est en fait un cristal
pie´zo-e´lectrique que nous faisons osciller en ajustant sa fre´quence, il permet
de limiter le nombre de modes possibles dans la cavite´. Notons qu’un second
modulateur (AOM), qui ne sert qu’a` couper le de´but du train, se situe juste
apre`s la cavite´.
Pratiquement, la cavite´ est constitue´e de deux miroirs adapte´s a` la lon-
gueur d’onde mise en jeu. Compte-tenu des fortes densite´s spatiales de puis-
sance dans la cavite´, ces miroirs sont de type die´lectrique pour e´viter l’ab-
sorption du rayonnement par la couche re´fle´chissante. E´videmment, il est
ne´cessaire que l’un des miroirs soit partiellement transparent afin que le fais-
ceau laser ainsi cre´e´ puisse s’e´chapper du re´sonateur.
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Comme nous le verrons par apre`s, le faisceau YAG devra parvenir a` provo-
quer des effets non-line´aires dans certains cristaux. Pour ce faire, la puissance
incidente doit eˆtre suffisamment e´leve´e, ce qui peut eˆtre obtenu par compres-
sion des impulsions laser. La compression temporelle des impulsions consiste
a` empeˆcher momentane´ment l’e´mission laser, le temps d’accumuler par pom-
page optique une e´nergie maximale dans la cavite´, afin de pouvoir ensuite
la libe´rer ”en bloc”. Cette me´thode permet d’augmenter la puissance creˆte
de l’impulsion et de raccourcir sa dure´e (jusqu’a` la dizaine de picosecondes
par impulsion). La me´thode utilise´e ici est la technique dite du miroir non
line´aire mise au point par Stankov [22]. Cette proce´dure est mise en place
graˆce a` un cristal non line´aire (BBO) et un te´lescope (T) qui, couple´s a` un
miroir dichro¨ıque (DM) de sortie de cavite´, permettent de diminuer la largeur
temporelle des impulsions laser ainsi que de les stabiliser. Le dernier e´le´ment
constitutif de la cavite´ est une lame d’AsGa utilise´e comme me´canisme de
contre-re´action passive, ce qui permet d’ame´liorer encore le rendement du
miroir non line´aire.
Tout ce dispositif ge´ne`re un faisceau compose´ de trains comprenant envi-
ron cent impulsions. Chaque train a une dure´e de l’ordre de la microseconde
alors que les impulsions durent dans les 10 ps. La puissance moyenne de´livre´e
a` la sortie de l’oscillateur est d’une quinzaine de mW .
3.2.2 L’amplificateur
Afin d’obtenir une puissance suffisante pour alimenter les OPOs, le fais-
ceau produit par l’oscillateur doit eˆtre amplifie´. Cette proce´dure est re´alise´e
en faisant effectuer au faisceau un double passage dans un autre barreau de
Nd :YAG de diame`tre plus grand et e´galement pompe´ par lampes a` e´clairs a`
des temps bien choisis afin de renforcer celui-ci de photons supple´mentaires.
Cet e´tage amplificateur ne posse`de pas de cavite´ et ne peut donc pas eˆtre
conside´re´ comme un laser a` proprement parler. La puissance de sortie de
l’amplificateur a` 1064 nm est de l’ordre du Watt, ce qui correspond, e´tant
donne´ les caracte´ristiques de notre faisceau, a` une e´nergie de 430 µJ par
impulsion. En convertissant ceci en puissance, nous voyons aise´ment que cela
suffit pour ge´ne´rer des effets non line´aires, condition indispensable au bon
fonctionnement des oscillateurs parame´triques optiques.
Apre`s cette e´tape, le faisceau pompe est envoye´ dans une lame se´paratrice
40/60 (BS) qui le se´pare en deux parties. La premie`re est envoye´e afin de pom-
per l’OPO infrarouge et la seconde, apre`s triplage de fre´quence, vers l’OPO
visible. Avant d’arriver a` chacun des OPOs, le faisceau subit un filtrage spa-
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tial graˆce a` une fine plaque de cuivre (SF) dispose´e au foyer d’une lentille.
Une seconde lentille dont le foyer co¨ıncide e´galement avec cette plaquette
re´cupe`re le faisceau, le rendant a` nouveau paralle`le. Les deux lentilles consti-
tuent alors un te´le´scope. Ce filtrage permet d’ajuster le profil spatial de la
pompe ce qui optimise la conversion de fre´quence des e´tapes a` venir.
3.2.3 L’OPO infrarouge
Les oscillateurs parame´triques optiques (OPO) permettent de ge´ne´rer de
la lumie`re cohe´rente et accordable sur une grande plage de longueurs d’onde.
Ces oscillateurs reposent sur le phe´nome`ne appele´ amplification parame´trique
qui est pratiquement l’inverse de la ge´ne´ration de fre´quence-somme. Si on
irradie un mate´riau non centrosyme´trique avec un intense rayon lumineux
d’une fre´quence donne´e, ce mate´riau non line´aire ge´ne`re alors spontane´ment
deux nouvelles fre´quences dont la somme est la premie`re.
Pratiquement, un cristal non line´aire de LiNbO3 ou d’AgGaS2 de sus-
ceptibilite´ non line´aire importante est place´ dans une cavite´ laser entre deux
miroirs en or. Il est irradie´ par le train d’impulsions du YAG. Lors de ce pas-
sage, un phe´nome`ne non line´aire peut prendre place sous certaines conditions
d’accord de phase et deux faisceaux sont alors ge´ne´re´s : l’idler a` la fre´quence
ω2 et le signal a` la fre´quence ω3 tels que la somme de leur fre´quence est e´gale
a` la fre´quence du faisceau pompe ω1 = ω2 + ω3. Dans le cas de l’OPO infra-
rouge monte´ au LASMOS, c’est l’idler, accordable en fre´quence, qui servira
pour la spectroscopie SFG.
L’oscillation du faisceau signal dans la cavite´ optique est maintenue graˆce
a` la technique du pompage synchrone. Celle-ci implique que le cristal soit
pompe´ par un train d’impulsions bre`ves et que la pe´riode se´parant les im-
pulsions dans le train corresponde au temps de circulation d’un aller-retour
d’une impulsion signal dans la cavite´ OPO. Ce faisceau est ainsi amplifie´
dans le cristal non line´aire par l’impulsion pompe suivante. Dans notre cas,
le faisceau YAG ge´ne`re un train d’impulsions de 1 µs comprenant une cen-
taine d’impulsions se´pare´es par 10 ns. La condition de pompage synchrone
est ve´rifie´e lorsque la longueur optique de la cavite´ de l’OPO est ajuste´e a`
1, 5 m.
La fre´quence du faisceau signal est par conse´quent la fre´quence comple´men-
taire du faisceau idler. Ces fre´quences sont de´termine´es par les conditions
d’accord de phase correspondant a` la ge´ne´ration de fre´quence diffe´rence dans
le cristal. Dans un cristal isotrope, ou` l’indice de re´fraction ne de´pend pas
de la direction de propagation des faisceaux, il n’est en ge´ne´ral pas possible
de trouver une solution a` l’accord de phase. Par contre, ce dernier peut eˆtre
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ve´rifie´ dans les cristaux bire´fringents.
Une fois re´alise´, le dispositif OPO doit eˆtre e´talonne´ afin de de´terminer
la longueur d’onde du faisceau idler e´mise pour chaque position du cristal
et afin d’obtenir, graˆce a` des miroirs pivotants, un faisceau dont la direction
de propagation ne de´pend plus de la position du cristal. L’OPO infrarouge
permet un balaYAGe en fre´quence du faisceau avec une puissance suffisante
de 2, 5 a` 4 µm en utilisant le LiNbO3 et de 4 a` 9 µm en utilisant l’AgGaS2.
Notons e´galement la pre´sence d’une lame e´talon (EP) place´e au sein meˆme
de la cavite´. Son roˆle est d’ame´liorer la re´solution spectrale du dispositif (∼
2 cm−1) en agissant comme un Fabry-Perot. En fonction de son orientation
et de celle du cristal non line´aire dans la cavite´, elle n’autorise a` osciller dans
la cavite´ dans les conditions du pompage synchrone que certaines fre´quences
du faisceau signal.
3.2.4 L’OPO visible
La dernie`re partie du dispositif est sensiblement semblable a` la pre´ce´dente
a` une petite diffe´rence pre`s, celle-ci e´tant que le faisceau re´cupe´re´ doit eˆtre
un faisceau visible. Pour parvenir a` cela, le faisceau pompe e´mis par le laser
YAG doit d’abord passer dans deux cristaux non line´aires. Le premier, de
type BBO va doubler la fre´quence du faisceau par SHG de sorte que nous
obtenions un faisceau vert de 532 nm. Le second de type LBO va, quant a`
lui, permettre le triplage de fre´quence en faisant intervenir un phe´nome`ne
de SFG de volume entre les deux faisceaux coline´aires en pre´sence. Nous
obtenons alors un faisceau ultraviolet a` 355 nm qui va nous servir de pompe
pour l’OPO visible.
Une fois ces trois fre´quences diffe´rentes obtenues, elles sont se´pare´es par
un prisme et seul l’UV est conserve´. Le dispositif reste le meˆme que pre´ce´dem-
ment si ce n’est que nous collectons cette fois-ci le signal graˆce a` un miroir
semi-transparent en fin de cavite´. Nous obtenons finalement un faisceau vi-
sible accordable en fre´quence permettant un balaYAGe de 410 a` 750 nm. Il
est a` signaler que, puisque l’obtention du faisceau UV ne´cessite plus d’e´nergie,
la lame se´paratrice distribuant le faisceau YAG aux deux OPOs le fait dans
des proportions diffe´rentes (∼ 40/60%).
3.3 Configurations expe´rimentales
Dans la configuration « classique » utilise´e en specroscopie SFG (Fig.
3.3 (a)), les faisceaux visible et infrarouge sont focalise´s en un point de
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l’e´chantillon plan sur lequel a e´te´ de´pose´ l’adsorbat. Afin d’obtenir un rende-
ment optimal de ge´ne´ration de fre´quence-somme, ces deux faisceaux doivent
eˆtre synchronise´s aussi bien spatialement que temporellement. Les angles
d’incidence utilise´s sont respectivement de 55˚ pour le faisceau visible et de
65˚ pour l’infrarouge. Ces derniers sont choisis car ils sont les plus favo-
rables au niveau du calcul des facteurs de Fresnel qui interviennent dans la
de´termination du champ e´lectrique a` la fre´quence-somme pour les me´taux. Le
signal SFG est alors recueilli en re´flexion suivant un angle de´termine´ comme
pre´ce´demment et traite´ comme nous le de´crivons ci-dessous. Sauf mention
contraire, tous les faisceaux sont polarise´s p et la longueur d’onde visible
utilise´e est de 532 nm.
SubstratMétallique E (IR)
p
E (Vis)
p
E (SFG)
p
65°
55°
CaF2
65°
55°
E (IR)
p
E (Vis)
p
E (SFG)
p
(a) (b)
Fig. 3.3 – Diffe´rentes configurations expe´rimentales utilise´es :(a) configura-
tion classique (b) configuration en re´flexion totale
Comme nous le verrons par la suite, nous avons utilise´ diffe´rents types de
substrats au cours de nos expe´riences. Bien que pour les substrats me´talliques,
nous ayons eu recours a` la configuration classique utilise´e en SFG, il en va
autrement pour les substrats isolants. En effet, pour ces derniers, nous avons
employe´ du CaF2 qui pre´sente l’avantage d’eˆtre transparent aussi bien dans
le visible que dans l’infrarouge dans la gamme spectrale e´tudie´e. Tirant parti
de cet avantage, nous pouvons, non plus utiliser un e´chantillon plan, mais
un prisme e´quilate´ral. Le de´poˆt de mole´cules s’effectuant alors sur la base
du prisme, les rayons incidents traversent le prisme et se re´fle´chissent sur la
face analyse´e en conditions de re´flexion totale. Par chance, nous n’avons pas
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a` changer les angles utilise´s habituellement. En effet, un rapide calcul base´
sur les lois de Snell montre que les faisceaux visible et infrarouge arrivent sur
la base du prisme a` des angles supe´rieurs aux angles limites.
Dans cette configuration dite de « re´flexion totale » (TIR : total inter-
nal reflexion) (Fig. 3.3 (b)), l’interface est sonde´e par l’onde e´vanescente
re´sultant du phe´nome`ne de re´flexion totale. Nous pouvons rapidement nous
rendre compte de manie`re intuitive que cette configuration est favorable a` la
ge´ne´ration de fre´quence-somme. En effet, l’optique ge´ome´trique nous apprend
que plus nous nous rapprochons de l’angle limite, plus l’angle de re´fraction
tend vers 90˚ . Une fois l’angle limite atteint, les rayons re´fracte´s sont alors
tous deux paralle`les a` la surface du prisme, ce qui ne peut que favoriser le
recouvrement des deux faisceaux a` l’interface.
Un autre avantage d’une telle configuration provient du fait que le CaF2
n’a aucune contribution meˆme non re´sonante (contrairement aux me´taux) au
signal SFG. Cette particularite´ rend plus aise´e l’interpre´tation des spectres
puisque ces derniers rendent uniquement compte des re´sonances de l’adsorbat
analyse´.
3.4 Chaˆıne de de´tection
Ce que nous appelons « chaˆıne de de´tection » de´signe en re´alite´, tous les
e´le´ments se situant entre l’e´chantillon, ou` prend place la ge´ne´ration du signal
SFG, et l’expe´rimentateur (Fig. 3.4).
65°
55°
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ZnS
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Double
filtrage
Spectromètre
àdouble voie
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Interface expérimentateur
Fig. 3.4 – Chaˆıne de de´tection utilise´e en spectroscopie SFG
Remarquons tout d’abord qu’avant meˆme d’atteindre l’e´chantillon, une
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partie (environ 5%) des faisceaux incidents est pre´leve´e par une lame se´para-
trice en CaF2 pour eˆtre ensuite focalise´e dans un cristal non line´aire de
ZnS, ne pre´sentant pas de caracte´ristiques vibrationnelles dans la gamme
conside´re´e, afin de ge´ne´rer une polarisation intense de volume qui servira de
re´fe´rence pour normaliser le signal. En effet, l’intensite´ de cette re´fe´rence est
uniquement de´pendante des fluctuations e´ventuelles de puissance des fais-
ceaux infrarouge et visible. Ces dernie`res peuvent avoir des causes diverses
lie´es a` la configuration du laser ou a` l’absorption par le milieu ambiant et
ce a` tous moments, meˆme pendant les acquisitions ! Comme l’intensite´ du si-
gnal proprement dit est e´galement de´pendante de ces fluctuations mais aussi
des re´sonances que nous souhaitons mettre en e´vidence, cela peut cre´er des
artefacts dans nos spectres. Normaliser le signal de cette manie`re permet de
lever cette de´pendance aux fluctuations et de ne conserver ainsi que celle due
aux re´sonances. En the´orie, nous avons :
Isignal ∝
∣∣∣χ(2)interface∣∣∣2 PIRPV is (3.1)
Ireference ∝
∣∣∣χ(2)ZnS∣∣∣2 PIRPV is (3.2)
Apre`s normalisation, nous obtenons :
ISFG =
Isignal
Ireference
=
∣∣∣χ(2)interface∣∣∣2∣∣∣χ(2)ZnS∣∣∣2 (3.3)
Nous obtenons finalement une intensite´ SFG relative qui ne de´pend plus des
puissances des faisceaux incidents.
Nous comprenons alors que, du fait de cette normalisation, nous n’avons
plus une mais deux lignes SFG dans la chaˆıne de de´tection et que toutes
les descriptions qui vont suivre sont pre´sentes en double dans le dispositif
expe´rimental.
La chaˆıne de de´tection est un dispositif tre`s sommaire. Il s’agit d’un pho-
tomultiplicateur qui transforme en e´lectrons les quelques photons ge´ne´re´s
par un phe´nome`ne du second ordre de surface et amplifie alors le courant
en re´sultant. Dans la pratique, les choses sont malheureusement plus com-
plique´es. En effet, si nous nous re´fe´rons a` la relation qui exprime l’angle
d’e´mission du faisceau SFG, nous pouvons nous rendre compte que ce der-
nier est tre`s proche de l’angle de re´flexion du faisceau visible. Pour des raisons
e´videntes, ce dernier est beaucoup plus intense et risque donc de noyer le si-
gnal. Il nous faut donc ajouter un dispositif qui a pour but d’isoler le signal
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SFG de tous les photons parasites avant de l’amplifier a` l’aide des photomul-
tiplicateurs fonctionnant a` leur tension maximale, a` savoir 1200 V .
Pour parvenir a` cette fin, nous proce´dons dans un premier temps a` un
double filtrage. Le premier, spatial, consiste simplement a` faire passer le
faisceau SFG a` travers des diaphragmes afin de couper tout ce qui n’est
pas parfaitement dans l’axe conside´re´. Le second, spectral, utilise des filtres
holographiques SuperNOTCH a` couches interfe´rentielles qui sont opaques
pour une longueur d’onde de 532 nm, en d’autres mots, qui bloquent le
faisceau visible tout en laissant passer la SFG.
Dans une seconde e´tape, le signal est envoye´ dans un spectrome`tre a`
double voie de´veloppe´ au laboratoire en collaboration avec la «WOW Com-
pany » afin de re´aliser un nouveau filtrage spectral de haute performance
graˆce a` deux re´seaux « blaze´s ». En effet, il permet de n’obtenir en sortie
que les photons a` la fre´quence-somme a` l’exclusion de toutes les autres lon-
gueurs d’onde. Ces derniers, parviennent alors sur les photomultiplicateurs
qui ge´ne`rent un courant e´lectrique mesurable sur un oscilloscope synchro-
nise´ sur le signal de de´clenchement de l’oscillateur. Le tout est bien entendu
connecte´ via un port RS232 a` un ordinateur qui acquiert les donne´es et les
pre´sente a` l’utilisateur via une interface « Labview » de´veloppe´e par le Dr.
Andre´ Peremans.
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Chapitre 4
Un biocapteur mode`le : le
syste`me biotine-avidine
4.1 Introduction
En 1970, alors que seules une quinzaine de structures prote´iques sont
connues, Jacques Monod explique l’importance cruciale de la ste´re´ospe´cificite´
et des interactions non covalentes dans le fonctionnement des eˆtres vivants [23].
Les prote´ines constituent de ve´ritables machines microscopiques spe´cialise´es
dans une taˆche pre´cise dont l’efficacite´ repose sur la formation de complexes
ste´re´ospe´cifiques. C’est graˆce au positionnement tre`s pre´cis des mole´cules
implique´es qu’un enzyme particulier, par exemple, catalyse une re´action chi-
mique. Le fait que ces complexes soient stabilise´s par des interactions non
covalentes est tout aussi essentiel : les complexes doivent pouvoir se former et
se dissocier sans consommation excessive d’e´nergie. Notre compre´hension du
fonctionnement des cellules de´pend donc en grande partie de notre capacite´
a` mettre en e´vidence ces complexes, leurs roˆles respectifs, leurs formations et
leurs dissociations.
Aujourd’hui, beaucoup de techniques analytiques de´tectent l’e´ve´nement
de reconnaissance mole´culaire a` l’aide des biocapteurs. Elles peuvent eˆtre
utilise´es pour l’analyse du phe´nome`ne de reconnaissance lui-meˆme (savoir si
telle mole´cule interagit avec telle autre) ou pour la mesure de la concentration
d’une prote´ine cible. Dans tous les cas, le syste`me de reconnaissance doit eˆtre
couple´ a` un transducteur e´lectrochimique ou physique. A titre d’exemples,
nous pouvons citer comme transducteurs des mesures de fluorescence ou de
quantite´ adsorbe´e a` l’interface (re´sonance plasmon, microbalance a` quartz,
...).
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4.2 Mais qu’est-ce qu’un biocapteur ?
Un biocapteur est, au sens ou` nous l’entendons, compose´ d’une mono-
couche de mole´cules biologiques « sondes » adsorbe´es de manie`re covalente
sur une surface, ces mole´cules devant pre´senter une certaine affinite´ pour
une autre espe`ce biologique bien particulie`re. En pre´sence d’une solution de
mole´cules « cibles », ce dispositif re´agit ou non en fonction de la pre´sence ou
de l’absence de reconnaissance mole´culaire entre les deux espe`ces (Fig. 4.1).
Il semble e´vident que, pour que le dispositif soit efficace, il ne doit pas re´agir
lorsque la mole´cule cible n’est pas celle pour laquelle le syste`me a` e´te´ conc¸u.
Cette proprie´te´, ve´ritable cle´ de vouˆte du processus, est appele´e la se´lectivite´
du biocapteur. Comme nous nous en rendrons compte plus tard, nous avons,
aux cours de nos expe´riences, me´nage´ une proce´dure particulie`re pour tester
la se´lectivite´ de notre syste`me.
(a) (b)
Fig. 4.1 – Repre´sentation sche´matique d’un biocapteur (a) en pre´sence d’une
solution de mole´cules cibles pre´sentant une affinite´ pour les sondes ; (b) en
pre´sence d’une solution de mole´cules cibles ne pre´sentant pas d’affinite´
Une autre proprie´te´ importante relative aux biocapteurs est leur sensibi-
lite´, c’est-a`-dire leur capacite´ a` de´tecter une mole´cule cible dans une solution
de basse concentration. Il va sans dire que plus la reconnaissance entre les
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deux mole´cules en pre´sence se fait a` concentration faible plus la sensibilite´
du capteur est grande. Remarquons que ces deux caracte´ristiques des bio-
capteurs sont principalement de´termine´es par le choix des mole´cules sondes
en fonction des mole´cules cibles que nous souhaitons de´tecter.
Afin de mieux comprendre le principe et la puissance d’un biocapteur,
nous pouvons expliquer sommairement le fonctionnement d’un des biocap-
teurs les plus ce´le`bres, le biochip ADN. Ce dernier est en re´alite´ compose´
d’une multitude de petits biocapteurs re´partis sur une surface sous forme de
plots. Chacun de ces plots porte une se´quence sonde d’ADN simples brins
connue par l’expe´rimentateur. Ce dispositif est alors place´ en pre´sence d’une
solution contenant des se´quences cibles d’ADN simples brins, cette fois-ci in-
connue de l’expe´rimentateur. Comme le veut la reconnaissance mole´culaire,
les ADN cibles vont venir s’hybrider aux ADN sondes si et seulement si ces
derniers sont comple´mentaires. En examinant quels plots ont effectivement
re´agi, l’expe´rimentateur peut alors de´terminer quelles e´taient les se´quences
d’ADN inconnues dans la solution expose´e au biocapteur. En simplifiant
e´norme´ment la re´alite´ biologique, nous pouvons par exemple prendre le cas
concret d’un biochip portant des ge`nes (ou parties de ge`nes) connus de cer-
taines maladies. En l’exposant alors au sang d’un patient, nous pouvons,
en fonction de la re´action de certains plots, de´terminer quels sont les ge`nes
pre´sents et, de cette manie`re, de´pister les pathologies dont le patient est at-
teint (Fig. 4.2). Bien que nous ne nous en rendions pas toujours compte,
il existe aujourd’hui une multitude d’utilisations pratiques des biocapteurs
dans notre vie de tous les jours comme par exemple, les tests sanguins, les
tests de paternite´, ...
Il va sans dire qu’un biocapteur n’est rien sans un syste`me de lecture
efficace qui permet de de´terminer si la reconnaissance a eu lieu. Dans le
cas des biocapteurs, la reconnaissance mole´culaire est souvent sonde´e a` l’in-
terface solide/liquide puisque la construction du biocapteur implique que
la sonde soit fixe´e sur une structure rigide en contact avec la solution de
mole´cules cibles. Dans cette optique, bon nombre de techniques ont de´ja` e´te´
essaye´es pour la lecture de tels dispositifs, avec plus ou moins de succe`s. Les
plus courantes et les plus maˆıtrise´es sont la fluorescence et la re´sonance de
plasmons de surface [24][25][26]. Citons e´galement la microscopie a` force ato-
mique [27][28] et la spectroscopie d’absorption visible et ultraviolette [29][30].
Plus re´cemment, des techniques comme la spectroscopie Raman [31][32] et
la spectroscopie infrarouge (FT-IRRAS) [33][34] ont e´te´ applique´es a` ce
proble`me, avec l’avantage de procurer de l’information vibrationnelle. Ceci
permet, en plus de de´tecter la reconnaissance, d’identifier les espe`ces en
pre´sence . Cependant, ces techniques ne permettent pas de de´duire d’autre
informations sur la conformation du capteur et ne´cessitent l’utilisation de
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Fig. 4.2 – Repre´sentation sche´matique d’un biochip ADN avant et apre`s
interaction avec une solution d’ADN cibles. Dans ce cas, le biochip de´tecte
la pre´sence des ge`nes A1, C3, D5, F1, G3 et G6.
marqueurs pour diffe´rencier la sonde de la cible.
Au cours de ce travail, nous avons choisi d’e´tudier un syste`me mode`le
afin d’e´prouver notre technique, la spectroscopie SFG, face a` un premier
« biocapteur-test ». Il s’agit du complexe biotine-avidine. Ce syste`me a e´te´
e´norme´ment e´tudie´ dans la litte´rature [35][36][37] car l’avidine se lie a` la bio-
tine avec une des plus fortes affinite´s connues en biologie (constante de dis-
sociation Kd ∼ 10−15 M) [38]. Signalons e´galement que le complexe biotine-
avidine est de´pendant de la force ionique du milieu mais relativement stable
sur une large gamme de pH et de tempe´rature.
Le but de ce me´moire sera donc de montrer que la spectroscopie SFG
est capable, en plus de fournir une information vibrationnelle de l’interface,
de lire notre biocapteur, c’est-a`-dire de de´terminer quand la reconnaissance
mole´culaire a effectivement lieu. Dans le cas du syste`me biotine-avidine, nous
sommes de´ja` suˆr de la se´lectivite´ et de la sensibilite´ du capteur au niveau
des mole´cules en pre´sence. Il reste a` montrer que notre technique est capable
d’en rendre compte sans nous fournir de re´sultats errone´s.
4.3 Le complexe biotine-avidine
4.3.1 La biotine
La biotine, ou vitamine H ou B8, est une vitamine hydrosoluble constitue´e
d’un noyau imidazoline et d’un cycle te´trahydrothiophe`ne porteur d’une
chaˆıne late´rale a` cinq atomes de carbone (Fig. 4.3). Elle est stable a` la chaleur
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et en solution aqueuse. De plus, elle est peu sensible a` l’oxydation.
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Fig. 4.3 – Repre´sentation sche´matique et ste´re´oscopique de la mole´cule de
biotine (C10H16N2O3S)
Les vitamines sont des mole´cules organiques requises en tre`s faibles quan-
tite´s en comparaison des quantite´s relativement grandes d’acides amine´s es-
sentiels et d’acides gras. Elles font partie des nutriments essentiels et une
mole´cule n’est donc pas une vitamine par de´finition si l’organisme peut
l’e´laborer. Des doses infimes de vitamines suffisent car la majorite´ de ces
mole´cules servent de coenzymes et ont, par conse´quent, des fonctions cata-
lytiques. Bien que nos besoins en vitamines s’ave`rent modestes, ces mole´cules
sont absolument essentielles. En effet, des carences peuvent causer des syndroˆmes
graves. En fait, la premie`re vitamine, la thiamine fut de´couverte a` la suite
de recherches sur les causes d’une maladie myste´rieuse appele´e be´ri-be´ri.
Jusqu’a` pre´sent, 13 vitamines essentielles pour les humains ont e´te´ de´nom-
bre´es. Elles sont divise´es en deux cate´gories : les vitamines hydrosolubles et
les vitamines liposolubles. Les vitamines hydrosolubles comprennent les vita-
mines du complexe B, qui consistent en plusieurs compose´s servant ge´ne´rale-
ment de coenzymes dans des processus me´taboliques importants.
La biotine est entie`rement apporte´e par l’alimentation. L’apport journa-
lier moyen est de 3 a` 6 microgrammes. Elle est pre´sente dans de nombreux
aliments, les fruits, les viandes, en particulier dans le foie. Les me´canismes
d’absorption de la biotine sont mal connus, il s’agirait d’un processus actif,
de´pendant du sodium et saturable. Son roˆle dans l’organisme est multiple ;
elle intervient par exemple dans la synthe`se des acides gras, comme coenzyme
spe´cialise´ dans le transport des radicaux CO2 et dans la production d’e´nergie
a` partir du glucose et des acides amine´s branche´s, constituants majeurs du
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muscle. Les carences en biotine sont tre`s rares chez l’adulte. Elles se voient
seulement au cours d’une alimentation riche en avidine (blanc d’œuf cru).
Cette vitamine est e´galement utilise´e en pharmacie pour traiter certaines
alope´cies (chute de cheveux). L’utilisation de la biotine en the´rapeutique ne
semble pas avoir provoque´ d’effets inde´sirables [39].
4.3.2 La biocytine
Dans la nature, la biotine existe sous trois formes : la biotine libre, la
biocytine de levure et la biotoprote´ine (combinaison biotine-prote´ine). La
biocytine, ou biotinyl L lysine, est la mole´cule que nous avons utilise´e princi-
palement dans nos expe´riences. Il s’agit simplement d’une biotine en liaison
covalente avec un acide amine´ essentiel : la lysine ou acide diaminocapro¨ıque
(Fig. 4.4).
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Fig. 4.4 – Repre´sentation sche´matique et ste´re´oscopique de la biocytine
(C16H28N4O4S) compose´e d’une biotine (C10H16N2O3S) et d’une lysine
(C6H14N2O2)
Dans la pratique, cette mole´cule posse`de les meˆmes affinite´s que la biotine
mais est plus favorable a` la formation de monocouches auto-assemble´es car
elle posse`de une chaˆıne carbone´e plus longue rattache´e a` son cycle, ce qui
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favorise une meilleure organisation par interactions de Van der Waals [40].
Comme nous le verrons par la suite, nous avons utilise´ diffe´rents types de
substrats au cours de nos expe´riences. Si la biocytine avec son groupement
terminal carboxylique peut directement eˆtre utilise´e pour la formation de
monocouches auto-assemble´es sur des surfaces de type CaF2 ou Ag [41][42],
il n’en va pas de meˆme pour les substrats me´talliques de type Au ou Pt.
En effet, il est bien connu que pour ce genre de surface, il est plus favo-
rable d’utiliser un groupement terminal thiol [43][44][45]. Afin d’utiliser la
biocytine dans les meilleures conditions sur ce type de substrats, nous avons
proce´de´ a` une modification chimique de notre mole´cule dans le but d’en
changer le groupement terminal. Cette manipulation consiste simplement a`
faire re´agir la biocytine avec une quantite´ e´quimolaire d’hydrochlorure de 2-
iminothiolane pendant deux heures en pre´sence de trie´thylamine [46]. Nous
obtenons alors un « thiol biotine´ » que nous pouvons utiliser directement sur
l’or et le platine pour la formation de monocouche autoassemble´e. Dans la
suite de ce travail, nous l’e´crirons « biotSH ».
4.3.3 L’avidine
Sur le plan de la structure, les prote´ines sont les mole´cules les plus com-
plexes que nous connaissons. Tout comme leurs fonctions, leur structure va-
rie conside´rablement. Mais bien qu’elles soient tre`s diversifie´es, les prote´ines
sont toutes des polyme`res e´labore´s a` partir des meˆmes constituants, les acides
amine´s.
L’avidine est une glycoprote´ine que nous pouvons trouver dans le blanc
d’œuf cru [37]. Elle est constitue´e de quatre poches de liaison biotine posi-
tionne´es par paires sur les faces oppose´es de la prote´ine, ce qui lui confe`re une
structure te´trame´rique. Chaque monome`re est constitue´ d’une chaˆıne de 128
acides amine´s (15.800 Da par monome`re). Comme nous l’avons de´ja` signale´
ci-dessus, elle posse`de une affinite´ particulie`rement forte pour la biotine, pour
laquelle la constante de dissociation est de trois ordres de grandeur supe´rieure
aux constantes rencontre´es habituellement en reconnaissance mole´culaire.
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Fig. 4.5 – Structure te´trame´rique de l’avidine et repre´sentation sche´matique
des quatre monome`res sous forme de prismes hexagonaux (Figure adapte´e
de [47])
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Chapitre 5
Re´sultats expe´rimentaux
5.1 Introduction
La de´marche que nous allons suivre au cours de nos expe´riences comprend
deux e´tapes. La premie`re consiste a` former des monocouches de mole´cules
sondes sur divers substrats. Ces substrats seront ensuite e´tudie´s par spectro-
scopie SFG, ce qui nous permettra de de´terminer si la couche est effectivement
forme´e et organise´e. La seconde e´tape consistera a` exposer ces diffe´rentes
couches a` diffe´rentes solutions de mole´cules cibles et a` mettre en e´vidence la
reconnaissance mole´culaire s’il y a lieu. Dans le cas contraire, notre dispositif
ne devra pas re´agir afin de conserver la se´lectivite´ du capteur.
Dans un premier temps, nous avons investigue´ les gammes spectrales les
plus facilement accessibles a` notre dispositif laser. Il s’agit de la gamme spec-
trale des C − H s’e´tendant de 2800 a` 3000 cm−1 et de la gamme spectrale
des N −H qui s’e´tend de 3000 a` 3500 cm−1. En effet, afin d’obtenir un fais-
ceau infrarouge accordable dans ces gammes de fre´quence, nous avons utilise´
le cristal non line´aire de LiNbO3 qui est le plus aise´ a` mettre en oeuvre
expe´rimentalement. Une e´tude comple´mentaire dans d’autres gammes spec-
trales a e´te´ effectue´e poste´rieurement dans le cadre d’un me´moire de licence
par Damien Duvivier [48].
Signalons que toutes nos expe´riences ont e´te´ re´alise´es ex-situ. Nous avons
essaye´ de les reproduire in-situ lors du contact avec la solution de prote´ine
mais sans parvenir a` obtenir des re´sultats significatifs. En particulier lors de
l’utilisation du prisme en configuration TIR, l’ajout d’une solution modifie
l’indice de re´fraction du milieu se trouvant derrie`re la surface, ce qui entraˆıne
la perte des conditions de re´flexion totale. Le champ e´lectrique interfacial est
donc re´duit, donnant lieu a` un signal SFG trop faible pour eˆtre de´tecte´ par
notre dispositif.
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5.2 Importance du substrat
Comme nous l’avons mentionne´ pre´ce´demment, nous avons utilise´ diffe´-
rents types de substrats au cours de nos expe´riences. Ces derniers peuvent
se diviser en deux cate´gories, si nous conside´rons d’une part, les substrats
me´talliques et d’autre part, les substrats isolants.
5.2.1 Substrats me´talliques
Des mesures de spectroscopie SFG ont e´te´ re´alise´es sur diffe´rents me´taux :
l’or, le platine et l’argent. L’utilisation de tels substrats permet la forma-
tion aise´e de monocouches auto-assemble´es a` l’aide de groupement thiols et
constitue une sorte de standard (en particulier pour l’or) dans le domaine
des biocapteurs.
Les e´chantillons d’or que nous avons utilise´s sont produits par ArrandeeTM
et sont en re´alite´ compose´s d’un de´poˆt d’or sur une plaquette de verre. Cette
dernie`re a une e´paisseur de 1, 1 mm pour une couche d’or d’environ 250 nm.
Entre les deux, le fabriquant applique une mince couche de chrome d’environ
2, 5 nm. Celle-ci garantit une adhe´rence optimale et une meilleure e´pitaxie
de la couche d’or. Ces e´chantillons sont fabrique´s par croissance e´pitaxique
controˆle´e.
Dans le cas du platine et de l’argent, il s’agit de monocristaux (111)
pre´alablement polis a` l’aide de diffe´rentes poudres diamante´es de tailles
de´gressives afin d’e´liminer toutes traces des pre´ce´dents de´poˆts et de redonner
a` la surface une qualite´ « miroir » ame´liorant la re´flexion des faisceaux.
En ce qui concerne les substrats en platine et en or, ceux-ci subissent
e´galement un recuit effectue´ au chalumeau propane/butane afin d’ame´liorer
la qualite´ de la surface par re´organisation thermique. L’e´chantillon est alors
expose´ a` la flamme jusqu’a` ce qu’il rougisse, ensuite, il est retire´ pour refroi-
dir quelques instants. Cette proce´dure est re´pe´te´e deux a` trois fois et nous
terminons en de´posant une goutte d’eau ultra-pure sur la surface pour la
prote´ger d’e´ventuels contaminants et assurer le refroidissement final.
L’inconve´nient des substrats me´talliques re´side dans le fait que leur po-
larisation non line´aire de surface n’est pas nulle et qu’ils ajoutent donc une
contribution aux spectres SFG. De plus, la contribution d’un me´tal de´pend
de la nature de ce dernier. Ceci a pour conse´quence que meˆme si les spectres
SFG peuvent apparaˆıtre comme tre`s diffe´rents, cela est ge´ne´ralement duˆ a` la
contribution non re´sonante des diffe´rents me´taux utilise´s. En effet, rappelons-
nous que le signal SFG est proportionnel au carre´ du module de la polarisa-
tion a` l’interface, c’est-a`-dire au carre´ du module de la susceptibilite´. Cette
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dernie`re est en re´alite´ la somme de plusieurs contributions qui proviennent
aussi bien de l’adsorbat que du substrat proprement dit. La contribution
me´tallique est de´finie par le terme de susceptibilite´ non re´sonante par oppo-
sition au terme re´sonant de l’adsorbat. Nous avons alors pour la susceptibilite´
totale d’ordre deux de l’interface :
χ(2) = χ
(2)
NR + χ
(2)
R (5.1)
Dans le cas des me´taux, nous pouvons se´parer leur contribution en deux com-
posantes, a` savoir la contribution des e´lectrons libres du me´tal, responsables
des transitions intrabandes, et celle de ses e´lectrons lie´s, responsables des
transitions interbandes.
En ce qui concerne les premiers, nous pouvons nous re´fe´rer a` la the´orie du
jellium tout en nous rappelant que nous sommes dans le cadre de l’approxi-
mation dipolaire. Dans ce cas, la susceptibilite´ intrabande se re´sume a` deux
contributions, l’une fonction du potentiel applique´ a` la surface et ne´gligeable
dans nos conditions expe´rimentales classiques et l’autre, qui sera la seule que
nous conside´rerons, fonction de facteurs ge´ome´triques.
Quant a` la contribution interbande, il n’existe pas, a` proprement parler,
de the´orie qui mode´lise la contribution des e´lectrons lie´s. Cependant, il est
observe´ expe´rimentalement que les e´lectrons de la bande de valence peuvent
adopter le comportement des e´lectrons libres en passant dans la bande de
conduction suite a` leur excitation par un rayonnement e´lectromagne´tique de
longueur d’onde ade´quate. Ce phe´nome`ne se traduit par un brusque change-
ment dans les proprie´te´s non line´aires du me´tal conside´re´. Remarquons que
l’importance de ces transitions de´pend des proprie´te´s e´lectroniques du me´tal
que nous utilisons. Ainsi, pour les me´taux nobles comme l’or et l’argent, il
existe une barrie`re e´nerge´tique a` franchir qui ne´cessite un rayonnement vi-
sible ou ultraviolet. Dans ce cas, comme le dispositif expe´rimental que nous
utilisons excite ces transitions par l’interme´diaire du faisceau visible ou SFG,
la susceptibilite´ interbande domine les proprie´te´s non line´aires car il y a beau-
coup plus d’e´lectrons lie´s que de libres. Pour les me´taux de transition comme
le platine, les transitions ne pourraient se produire que dans l’infrarouge loin-
tain inaccessible a` notre dispositif et c’est alors la susceptibilite´ intrabande
qui domine.
Suite a` ces constatations, nous remarquons que la partie non re´sonante
de la re´ponse non line´aire varie lentement avec la fre´quence infrarouge, au
contraire de la partie re´sonante qui varie rapidement comme nous l’avons
montre´ dans la section 2.3. Dans les spectres que nous avons re´alise´s, nous
avons donc conside´re´ que la contribution non re´sonante est constante ou
de´pendante de fac¸on polynomiale simple vis-a`-vis de la fre´quence infrarouge.
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Remarquons que cette approximation est valable dans le cas de mesures ex-
situ comme celles que nous avons effectue´es. Dans le cas de mesures in-situ,
d’autres parame`tres entrent en compte et introduisent des proble`mes plus
complexes [45].
Une autre conse´quence de la contribution non re´sonante des me´taux est
ce que nous appelons le facteur d’interfe´rence. En effet, en sachant que l’in-
tensite´ SFG est proportionnelle au carre´ du module de susceptibilite´ non
line´aire totale de l’interface analyse´e et en sachant que χ
(2)
NR et χ
(2)
R sont des
valeurs complexes, nous avons :
ISFG(ωIR) =
∣∣∣χ(2)SFG(ωIR)∣∣∣2 (5.2)
=
∣∣∣χ(2)NR + χ(2)R ∣∣∣2 (5.3)
=
∣∣∣χ(2)NR∣∣∣2 + ∣∣∣χ(2)R ∣∣∣2 + χ(2)NRχ(2)∗R + χ(2)∗NRχ(2)R (5.4)
=
∣∣∣χ(2)NR∣∣∣2 + ∣∣∣χ(2)R ∣∣∣2 + 2 ∣∣∣χ(2)NR∣∣∣ · ∣∣∣χ(2)R ∣∣∣ cos [arg(χ(2)NR)− arg(χ(2)R )]
(5.5)
(5.6)
Nous observons que cette expression, loin d’une simple somme scalaire, com-
porte des termes d’interfe´rence, semblables a` ceux observe´s en optique on-
dulatoire, entre les contributions re´sonante et non re´sonante. L’interfe´rence
pourra eˆtre constructive, destructive ou nulle en fonction du comportement
du cosinus, en d’autres termes, en fonction du de´phasage existant entre les
deux arguments. La phase est de´termine´e par plusieurs parame`tres, comme le
type de me´tal en pre´sence, la nature de la mole´cule e´tudie´e, la configuration
expe´rimentale, ...
Il n’est pas e´tonnant alors d’observer des spectres SFG de formes diffe´rentes
en fonction du substrat utilise´. En effet, nous avons ge´ne´ralement un fac-
teur d’interfe´rence constructif sur le platine, ce qui conduit a` des re´sonances
qui apparaissent sous forme de pics. Tandis que pour l’or, l’interfe´rence est
ge´ne´ralement destructive amenant a` des creux. L’argent pre´sente un cas
interme´diaire ou` les re´sonances sont repre´sente´es sous forme de pics « pa-
pillons » asyme´triques [44]. Il est e´vident que ce type de conside´rations est a`
garder a` l’esprit lors de l’interpre´tation des spectres re´alise´s sur des me´taux.
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5.2.2 Substrats isolants
Comme mentionne´ pre´ce´demment, nous avons utilise´ des prismes λ/10
en fluorure de calcium (Casix). Le CaF2 est un cristal qui posse`de une tre`s
bonne transparence de 200 nm a` 7 µm (Fig. 5.1). Son indice de re´fraction
est de 1, 43 a` 0, 88 µm. Ce mate´riau est couramment utilise´ pour la fabrica-
tion de composants optiques comme les feneˆtres, les lentilles et les prismes.
Ces derniers, en plus de nous permettre d’utiliser une configuration TIR,
pre´sentent l’avantage, graˆce a` leur transparence aux longueurs d’onde uti-
lise´es, de n’apporter aucune contribution au signal SFG, ce qui favorise gran-
dement l’interpre´tation des spectres. La pre´paration de ce type de substrat
ne´cessite une proce´dure chimique de type solution piranha.
CaF
2
Longueurd’onde [nm]
7
Fig. 5.1 – Courbe de transmission du CaF2
5.3 Pre´paration des e´chantillons
En ce qui concerne la pre´paration des e´chantillons, tous les substrats sont
pre´alablement passe´s dans un bain a` ultra-sons avec de l’ace´tone, de l’e´thanol
et ensuite de l’eau ultra-pure pendant une dizaine de minutes. Pour les sub-
strats en Ag(111) et en CaF2, les films de biocytine sont re´alise´s par immer-
sion dans une solution 10 mM de biocytine (Aldrich) pendant deux heures.
Le solvant utilise´ est du trifluoroe´thanol. Comme explique´ pre´ce´demment, les
51
liaisons de la biocytine sur ce type de substrat interviennent via le groupe-
ment carboxylique de la mole´cule.
Pour l’Au(111) et le Pt(111), la BiotSH est utilise´e a` la place afin de tirer
parti de son groupement thiol terminal. Un traitement chimique plus com-
plexe est donc ne´cessaire. Nous utilisons la meˆme solution de biocytine que
nous me´langeons avec un volume e´quivalent de solution 10 mM d’hydrochlo-
rure de 2-iminothiolane dans le meˆme solvant. Nous terminons la re´action en
ajoutant du trie´thylamine dans une proportion de 1, 4 µl par ml de solution
totale. Notons que tous les e´chantillons sont abondamment rince´s avec le sol-
vant et se´che´s sous un flux d’azote pour e´viter la formation de multicouches.
Apre`s analyse de la monocouche de biocytine, les e´chantillons sont im-
merge´s dans une solution 10−5 M d’avidine dans une solution tampon de type
HEPES (10−2 M , pH ∼ 7, 4) pendant 16 heures avant d’eˆtre, a` leur tour,
rince´s et se´che´s. L’utilisation d’une solution tampon est ne´cessaire lorsque
nous travaillons avec des prote´ines afin de garantir qu’elles ne se de´natureront
pas en raison d’un milieu trop acide ou salin par exemple.
5.4 Spectres SFG sur substrats me´talliques
5.4.1 La monocouche de biocytine
Avant de parler de reconnaissance mole´culaire avec l’avidine, nous de-
vons ve´rifier que la biocytine s’est effectivement de´pose´e sur le substrat et
qu’elle a bien forme´ une monocouche auto-assemble´e, c’est-a`-dire ou` il re`gne
un certain ordre. Les spectres SFG de la biocytine adsorbe´e sur substrats
me´talliques (Pt, Au, Ag) sont pre´sente´s a` la figure 5.2 qui nous montre la
gamme spectrale des C −H s’e´tendant de 2800 a` 3000 cm−1.
Le spectre de la biocytine sur le platine nous re´ve`le quatre re´sonances
a` 2860, 2875, 2915 et 2930 cm−1. Par comparaison avec des mesures de´ja`
re´alise´es sur un tel syste`me par FTIR et en accord avec de pre´ce´dents tra-
vaux re´alise´s par spectroscopie SFG [44], nous assignons les deux pics a` 2860
et 2915 cm−1 aux vibrations d’e´longation syme´trique et antisyme´trique des
groupements me´thyle`nes disse´mine´s sur la chaˆıne alcane de la mole´cule. Dans
une configuration «All trans », ces 8 groupements sont distribue´s de manie`re
syme´trique le long du squelette mole´culaire et les vibrations des CH2 ne de-
vraient donc pas eˆtre actives en SFG. En effet, rappelons que les phe´nome`nes
du second ordre sont interdits dans les milieus centrosyme´triques, ce qui est
le cas de chaˆınes alcanes parfaitement aligne´es. L’observation de telles vi-
brations est une indication claire d’un certain nombre de de´fauts gauches
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Fig. 5.2 – Spectres SFG de l’interface biocytine/me´tal
dans la monocouche de biocytine qui rompent la syme´trie, rendant actifs les
groupements conside´re´s (Fig. 5.3).
Nous mettons ici en e´vidence un autre avantage de la spectroscopie SFG
qui par ce type de de´duction permet une estimation de l’ordre qui re`gne a`
l’interface e´tudie´e. En effet, si un alignement trop parfait peut nuire au signal
SFG pour raison de syme´trie, il en va de meˆme pour un de´sordre absolu qui
est, en moyenne, centrosyme´trique et donc non actif vis-a`-vis des phe´nome`nes
d’ordre deux. Tout ceci fait de la spectroscopie SFG une technique sensible a`
l’ordre. La simple observation de re´sonances sur nos spectres peut de´ja` nous
permettre de de´duire que la monocouche est effectivement forme´e et qu’il y
re`gne une certaine structure.
Les deux re´sonances a` 2875 et 2930 cm−1 sont, quant a` elles, attribue´es
aux vibrations d’e´longation syme´trique et antisyme´trique du groupement
me´thyle`ne du cycle te´trahydrothiophe`ne. L’augmentation de la fre´quence de
vibration de ce CH2 par rapport a` ceux de la chaˆıne alcane vient du fait que
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Fig. 5.3 – De´faut gauche et rupture de syme´trie dans une mole´cule simple,
le dode´canethiol
ce dernier est lie´ a` un atome de soufre. En effet, l’e´nergie de liaison C−S est
plus faible que celle d’une liaison C − C, ce qui entraˆıne plus de contraintes
sur le groupement conside´re´. L’observation de ces re´sonances indique que
tous les CH2 de cycle pointent dans la meˆme direction. Comme ces derniers
font partie inte´grante de ce cycle situe´ a` l’apex de la mole´cule, nous obtenons
une confirmation supple´mentaire quant a` l’ordre de la monocouche.
Notons e´galement que dans la gamme des N − H aucune re´sonance n’a
e´te´ observe´e au cours de nos analyses.
En ce qui concerne les substrats d’or et d’argent, nous pouvons globale-
ment observer les meˆmes structures et donc tirer les meˆmes conclusions. Nous
remarquons cependant quelques petites diffe´rences. Premie`rement, nous ob-
servons un le´ger de´placement en fre´quence de certaines vibrations CH2. Ceci
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est duˆ aux interactions de Van der Waals entre les chaˆınes qui varient en
fonction du substrat. Deuxie`mement, nous observons clairement la diffe´rence
de fond non re´sonant et l’influence du terme d’interfe´rence dont nous avons
parle´ pre´ce´demment. En effet, les re´sonances deviennent des valle´es suite aux
interfe´rences avec la re´ponse non-line´aire du me´tal. Remarquons e´galement,
qu’il existe une autre petite diffe´rence avec le cas du platine. En effet, nous
observons l’apparition d’une nouvelle structure spectrale a` 2965 cm−1 qui est
sans doute cause´e par une diffe´rence d’ordre dans le film.
5.4.2 Interaction avec l’avidine
Les moncouches de biocytine adsorbe´es sur substrat me´tallique sont en-
suite expose´es a` la solution d’avidine. Les spectres re´alise´s sur un tel syste`me
sont pre´sente´s a` la figure 5.4.
2800
Nombred’ondes (cm )
-1
2850 2900 2950 3000
In
te
n
si
té
S
F
G
(u
.a
.)
Au
Ag(111)
Pt(111)
Fig. 5.4 – Spectres SFG de l’interface biocytine/me´tal apre`s immersion dans
une solution d’avidine
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La premie`re chose que nous remarquons est que les spectres re´alise´s sur
l’or et l’argent ne sont pas modifie´s. Ce qui signifie qu’il n’y a pas de recon-
naissance mole´culaire ou, du moins, qu’elle n’est pas de´tecte´e. Dans le cas du
platine, nous observons de le´ge`res modifications qui peuvent eˆtre interpre´te´es
comme une interaction entre cible et sonde ou comme une re´organisation
dans la couche de biocytine. Malheureusement, les effets sont trop faibles
pour pouvoir affirmer que la reconnaissance mole´culaire a bien eu lieu.
La raison probable de cette absence de changement est sans doute la
de´naturation de la prote´ine par les faisceaux lasers. Dans cet ordre d’ide´es,
la configuration TIR semble prometteuse puisque dans ce cas, l’interface n’est
plus sonde´e directement par les faisceaux lasers mais par l’onde e´vanescente
re´sultant de la re´flexion totale.
5.5 Spectres SFG sur CaF2
5.5.1 La monocouche de biocytine
Nous avons donc re´alise´ les meˆmes expe´riences que pre´ce´demment mais en
utilisant des prismes en CaF2 comme substrat. Apre`s immersion dans la so-
lution de biocytine, nous obtenons le spectre pre´sente´ a` la figure 5.5. Comme
nous pouvons rapidement nous en rendre compte, nous observons les meˆmes
re´sonances que celles mises en e´vidence sur les substrats me´talliques. Encore
une fois, la gamme spectrale des N − H est de´pouille´e de toute re´sonance.
Nous pouvons donc en tirer les meˆmes conclusions et en de´duire qu’une mono-
couche oriente´e de biocytine, comportant toutefois un certain nombre de
de´fauts gauches, s’est effectivement forme´e sur la base du prisme.
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Fig. 5.5 – Spectres SFG de l’interface biocytine/CaF2
56
5.5.2 Interaction avec l’avidine
Apre`s interaction avec la solution d’avidine, nous observons des modifi-
cations significatives dans le spectre SFG qui attestent de la reconnaissance
mole´culaire entre les deux espe`ces biologiques en pre´sence (Fig. 5.6).
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Fig. 5.6 – Spectres SFG de l’interface biocytine/CaF2 apre`s immersion dans
une solution d’avidine
Tout d’abord, nous observons, dans la gamme des C − H, l’atte´nuation
drastique des re´sonances pre´ce´demment associe´es aux vibrations des CH2 de
chaˆıne a` 2850 et 2915 cm−1, ce qui indique une re´organisation de la couche
de biocytine. Ceci traduit la disparition des de´fauts gauches responsables de
l’activation de ces vibrations. Plus pre´cise´ment, dans le but de concorder
avec la poche de liaison de l’avidine, la chaˆıne alcane de la biocytine doit
passer en conformation « all trans ». Dans ce cas, tous les CH2 de chaˆıne
s’alignent parfaitement de manie`re syme´trique le long de l’axe de la mole´cule
et constituent un milieu centrosyme´trique et donc inactif en SFG. Par contre,
les re´sonances associe´es aux CH2 de cycle ne sont pas affecte´es par cette
re´organisation comme le montrent les re´sultats expe´rimentaux.
Par ailleurs, la modification la plus re´ve´latrice est l’apparition dans la
gamme des N − H de deux nouvelles re´sonances a` 3050 et 3150 cm−1. Au
regard de la grande complexite´ d’un syste`me comportant une vitamine im-
brique´e dans une prote´ine, il est difficile de trouver une interpre´tation a` ces
pics qui ne pre´sente aucune ambigu¨ıte´. Nous pouvons cependant e´mettre des
hypothe`ses quant a` l’assignation de ces re´sonances en conside´rant plus en
de´tail la poche de liaison de l’avidine lorsqu’une biocytine vient s’y fixer
(Fig. 5.7).
La fre´quence du pic apparaissant a` 3050 cm−1 est caracte´ristique d’une
vibration CH de cycle et peut donc eˆtre attribue´e aux groupements de ce
type en pre´sence. Ils sont au nombre de deux, a` savoir d’une part, les CH
que posse`de la biocytine dans son cycle et d’autre part, un groupement CH
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Fig. 5.7 – Sche´ma de principe de la poche de liaison de l’avidine montrant
les acides amine´s intervenant dans les liaisons par ponts hydroge`nes (Figure
adapte´e de [47])
aromatique pre´sent dans l’acide amine´ Tyr33 de l’avidine. La premie`re hy-
pothe`se semblerait la plus convaincante si nous en croyons les spectres infra-
rouges re´alise´s sur de la biocytine en phase condense´e qui pre´sente e´galement
cette re´sonance. Dans les deux cas, l’activation en SFG d’un tel groupement
re´side suˆrement dans un changement de conformation ge´ne´re´ par l’interaction
entre la sonde et la cible. Ce dernier confe`re une orientation particulie`re au
groupement incrimine´, ce qui contribue a` un gain de cohe´rence qui se traduit
par un signal SFG de´multiplie´.
En ce qui concerne la large re´sonance apparaissant a` 3150 cm−1, nous
pouvons e´laborer le meˆme type de de´duction. En effet, cette vibration se si-
tuant dans le domaine caracte´ristique des vibrations des groupements N−H,
il nous reste a` identifier les atomes d’azote en pre´sence. En proce´dant par
e´limination, nous pouvons de´ja` exclure le groupement amine situe´ au pied
de la mole´cule de biocytine car celui-ci ne prend pas part au processus d’in-
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teraction avec la prote´ine. Nous pouvons e´galement rejeter tous les N − H
de l’avidine qui n’y sont pas non plus implique´s. En effet, ces derniers sont
observe´s en FT-IRRAS autour de 3300 cm−1 mais pas en SFG puisqu’ils
sont distribue´s ale´atoirement dans la prote´ine, ce qui les rend presque cen-
trosyme´triques. Par contre, tous les acides amine´s implique´s dans la liaison
avec la biocytine sont a` conside´rer car ils posse`dent un tel groupement et
peuvent eˆtre oriente´s suite a` la reconnaissance. De plus, leur groupement
N −H est, pour la plupart, implique´ dans un pont hydroge`ne avec la biocy-
tine, ce qui peut expliquer ce de´placement en fre´quence de la vibration. Les
derniers atomes d’azote a` conside´rer sont ceux de la biocytine implique´s dans
la liaison avec l’avidine. Nous avons d’une part, les deux N−H pre´sents dans
le cycle terminal et d’autre part, l’amide secondaire pre´sente sur le squelette
de la mole´cule. Comme pre´ce´demment, nous pouvons dire que ces derniers
n’apparaissaient pas dans les spectres SFG de la monocouche de biocytine
a` cause d’un manque d’organisation, mais que suite a` la re´orientation de la
couche et a` l’interaction avec la prote´ine, ils deviennent actifs pour un proces-
sus du second ordre. Remarquons que ces derniers sont e´galement implique´s
dans des ponts hydroge`nes avec les acides amine´s de la prote´ine. Notons
e´galement que, e´tant donne´ la largeur de la re´sonance, il est fort probable
que cette dernie`re soit constitue´e de plusieurs contributions relatives aux
diffe´rentes hypothe`ses e´mises ci-dessus.
Meˆme si nous ne pouvons pas re´ellement e´tablir avec certitude l’origine
de ces deux re´sonances, ni si elles viennent de la biocytine et/ou de l’avi-
dine, nous pouvons par contre affirmer qu’elles re´sultent de l’interaction entre
les deux espe`ces biologiques. Ceci nous convient parfaitement, puisque c’est
pre´cise´ment cette interaction que nous voulons mettre en e´vidence a` l’aide de
notre technique et non la pre´sence de telle ou telle mole´cule qui est e´vidente
puisque nous avons pre´pare´ les e´chantillons dans cette optique. La spec-
troscopie SFG est donc capable de de´tecter le processus de reconnaissance
mole´culaire. Il nous reste a` montrer qu’elle est e´galement capable de rendre
compte de la se´lectivite´ de cette interaction.
5.6 Se´lectivite´ du capteur
Comme nous l’avons de´ja` pre´cise´ pre´ce´demment, nous savons que le syste`me
biotine-avidine interagit de manie`re spe´cifique. Nous devons cependant mon-
trer que la spectroscopie SFG est sensible a` cette se´lectivite´. Pour ce faire,
nous avons utilise´ d’autres mole´cules cibles qui ne pre´sentent pas d’affinite´
particulie`re pour la biocytine ou qui ne peuvent interagir avec celle-ci. Le
re´sultat escompte´ pour cette expe´rience est paradoxalement, une absence de
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re´sultat puisque nous ne souhaitons pas que notre dispositif de´tecte une re-
connaissance qui n’a pas lieu.
Dans un premier temps nous avons donc reconduit nos expe´riences en uti-
lisant a` nouveau l’avidine comme mole´cule cible. Cependant, afin d’empeˆcher
cette dernie`re d’interagir avec la monocouche de biocytine, nous l’avons
pre´alablement sature´e, c’est-a`-dire que nous avons bouche´ ses quatre poches
de liaisons avec quatre mole´cules de biotine afin de la rendre inactive, faute
de site de liaisons.
Pour re´aliser cette proce´dure, nous avons en pratique, pre´pare´ une solu-
tion d’avidine selon la me´thode de´crite pre´ce´demment. Nous ajoutons ensuite
des mole´cules de biotine en exce`s, c’est-a`-dire plus de quatre e´quimolaires afin
d’eˆtre certains que tous les sites actifs de la prote´ine soient effectivement oc-
cupe´s.
En second lieu, nous avons utilise´ comme mole´cule cible une autre prote´ine
proche de l’avidine. Il s’agit de la bovidine ou bovine serum albumin (BSA)
qui est une prote´ine jouant un roˆle important dans le maintien du pH du sang.
Elle posse`de un poids mole´culaire et un point isoe´lectrique proches de ceux
de l’avidine mais ne posse`de aucune affinite´ particulie`re pour la biocytine.
La BSA posse`de une re´putation de prote´ine « collante » qui se de´pose sur
tout type de surface. Il ne fait donc aucun doute qu’il en subsistera sur notre
surface apre`s exposition de la monocouche de biocytine a` notre solution de
BSA. Malgre´ cela, il est a` espe´rer que, meˆme dans ces conditions extreˆmes,
la spectroscopie SFG ne de´tectera pas une reconnaissance errone´e.
Pratiquement, la BSA ne´cessite les meˆmes conditions environnementales
que l’avidine et nous pouvons donc utiliser la meˆme proce´dure que pour cette
dernie`re en ce qui concerne la pre´paration de la solution.
Les spectres SFG obtenus apre`s immersion de la monocouche de biocytine
dans ces deux nouvelles solutions de mole´cules cibles sont pre´sente´s dans le
tableau re´capitulatif de la figure 5.8. Comme nous pouvons le constater, nous
y observons les meˆmes structures que celles apparaissant sur les spectres de
la monocouche seule. Par contre, les re´sonances mises en e´vidence dans la
gamme des N − H apre`s utilisation de l’avidine n’apparaissent pas. Ceci
signifie que meˆme si certaines mole´cules cibles se sont de´pose´es sur la surface,
elles ne donnent pas de signal SFG, faute d’interaction cohe´rente avec la
monocouche auto-assemble´e de mole´cules sondes. Il subsiste sans doute un tel
de´poˆt, en particulier dans le cas de la bovidine, mais celui-ci est comple`tement
de´sordonne´ et donc, globalement centrosyme´trique. Cette constatation fait
de la spectroscopie SFG une technique, non seulement sensible au processus
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de reconnaissance mole´culaire, mais aussi rendant compte de la se´lectivite´
d’un tel processus, ce qui est capital dans le chef des biocapteurs.
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Fig. 5.8 – Tableau re´capitulatif des spectres SFG obtenus sur substrat de
CaF2 (a) apre`s formation de la monocouche de biocytine ; et apre`s immer-
sion de cette couche (b) dans une solution d’avidine ; (c) dans une solution
d’avidine sature´e ; (d) dans une solution de BSA (Figure adapte´e de [49])
5.7 Comparaison avec les spectres FT-IRRAS
Au vu de l’interpre´tation des spectres SFG de´veloppe´e pre´ce´demment,
nous comprenons aise´ment que l’analyse comple´mentaire des spectres infra-
rouges peut s’ave´rer tre`s inte´ressante. Dans cette optique, le Dr Laurent
Dreesen a re´alise´ la meˆme se´rie d’expe´riences que celle de´crite ci-dessus en
utilisant la technique FT-IRRAS. Notons que seule la se´rie de mesures impli-
quant la bovidine n’a pas e´te´ reproduite. Nous pre´sentons dans ce paragraphe
quelques observations supple´mentaires de´duites de l’analyse de tels spectres.
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En ce qui concerne les spectres re´alise´s sur la monocouche de biocytine,
nous n’observons pas les re´sonances a` 2875 et 2930 cm−1 du groupement
me´thyle`ne du cycle te´trahydrothiophe`ne (Fig. 5.9). En effet, ces vibrations
ne sont pas remarque´es parce que cette technique donne un signal propor-
tionnel au nombre d’entite´s mole´culaires en pre´sence. Leur signal est donc
noye´ dans celui des groupements me´thyle`nes de la chaˆıne alcane, beaucoup
plus nombreux. En SFG, le signal obtenu est directement corre´le´ a` l’ordre et
a` l’orientation des mole´cules.
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Fig. 5.9 – Comparaison entre les spectres SFG (en haut) et FT-IRRAS
(en bas) d’une monocouche de biocytine adsorbe´e sur CaF2 (Figure adapte´e
de [50])
En toute rigueur, la fixation de la biocytine sur les substrats en CaF2
est confirme´e par l’e´tude des spectres FT-IRRAS dans la gamme spectrale
de la vibration CO (Fig. 5.10). En effet, nous pouvons y observer l’ab-
sence de vibration C = O du groupement carboxylique de la mole´cule et
l’apparition d’une vibration νaCOO
− qui indique la pre´sence de mole´cules
de´protone´es [50]. La biocytine est donc lie´e au substrat par les deux atomes
d’oxyge`ne de l’ion carboxylate.
En ce qui concerne l’interaction de la monocouche de biocytine avec l’avi-
dine, nous pouvons e´galement observer la pre´sence de cette dernie`re par
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Fig. 5.10 – Spectre FT-IRRAS d’une monocouche de biocytine adsorbe´e sur
CaF2 (Figure adapte´e de [50])
l’apparition d’une re´sonance caracte´ristique des prote´ines a` savoir l’amide
A, situe´e autour de 3300 cm−1 (Fig. 5.11). Malheureusement, cette vibration
est e´galement observe´e lors de l’utilisation d’avidine sature´e. La spectroscopie
infrarouge est donc capable de de´tecter la pre´sence ou non de mole´cules cibles
mais n’est pas sensible au processus se´lectif de la reconnaissance mole´culaire.
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Fig. 5.11 – Spectres FT-IRRAS de l’interface biocytine/CaF2 (a) apre`s for-
mation de la monocouche de biocytine ; et apre`s immersion de cette couche
(b) dans une solution d’avidine ; (c) dans une solution d’avidine sature´e (Fi-
gure adapte´e de [50])
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5.8 Le point sur les diffe´rentes techniques de
de´tection
Arrive´s a` la fin de nos expe´riences, il nous semble judicieux de re´aliser une
petite e´tude comparative sur les performances que peut offrir la spectroscopie
SFG en terme de de´tection de biocapteur. Pour ce faire, nous avons compile´
dans un tableau a` double entre´e, les principales techniques utilise´es actuel-
lement dans un tel contexte vis-a`-vis des caracte´ristiques observe´es pour la
spectroscopie SFG dans le cadre du syste`me biocytine-avidine (Fig. 5.12).
Information
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Détection
sélective
FluorescenceTechnique
Propriété
Résonance
de plasmon
de surface
FT-IRRAS Spectroscopie
SFG
Détection
reconnaissance
Fig. 5.12 – Comparaison des performances des principales techniques de
de´tection utilise´es pour les biocapteurs
Comme nous l’avons de´ja` explique´, toutes ces techniques sont capables
de de´tecter la reconnaissance de la biocytine par l’avidine. Ne´anmoins, deux
d’entre elles ne´cessitent l’utilisation de marqueurs, qu’ils soient fluorescents
ou infrarouges, pour y parvenir. Comme nous pouvions nous y attendre,
seules les techniques spectroscopiques nous livrent une information vibra-
tionnelle permettant l’analyse de´taille´e de l’interface. Notons que meˆme si
nous n’en avons pas parle´ dans ce me´moire, seule la spectroscopie SFG se-
rait a` meˆme de fournir une information spectroscopique dans le domaine du
visible.
Une petite remarque est a` formuler quant a` la proprie´te´ de de´tection
de la se´lectivite´. Cette proprie´te´ a e´te´ confirme´e pour la SFG et infirme´e
pour l’infrarouge dans le cas de l’e´tude du syste`me biocytine-avidine. Il est
difficile de se prononcer en ce qui concerne la fluorescence et la re´sonance
de plasmons de surface faute de donne´es expe´rimentales re´alise´es sur un tel
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syste`me. Cependant, au vu des spectres FT-IRRAS pre´sente´s, il semble lo-
gique de penser qu’un de´poˆt d’avidine sature´e se forme sur la monocouche
de biocytine. Ceci laisse a` penser que ce dernier serait effectivement de´tecte´
par ces deux techniques pour des raisons e´videntes. Malgre´ cela, si nous en
croyons la litte´rature, la re´sonance de plasmon de surface serait quand meˆme
capable de mettre en e´vidence cette se´lectivite´ [24]. En effet, il faut savoir que
de telles mesures se re´alisent sous un flux constant de solution de mole´cules
cibles. Nous pouvons alors supposer que le de´poˆt que nous avons mentionne´
ne se forme pas dans de telles conditions. E´videmment, ce type d’affirmation
ne´cessiterait une e´tude plus pousse´e.
Sur ce tableau, nous pouvons observer que la spectroscopie SFG remplit
toutes ses promesses et pre´sente donc une bonne alternative a` la de´tection de
biocapteurs. Ne´anmoins, signalons que ce qui fait la richesse de cette tech-
nique fait e´galement sa complexite´. En effet, outre un dispositif expe´rimental
lourd, l’interpre´tation de spectres SFG n’est pas imme´diate et ne´cessite une
e´tude approfondie du syste`me conside´re´. Ce n’est qu’une fois ce travail re´alise´
que nous pouvons acce´der, non seulement a` la de´tection de la reconnais-
sance mais aussi a` toute une se´rie d’informations comme la conformation
des mole´cules sondes, les groupements oriente´s, ... rendues accessibles par la
dimension spectroscopique de notre technique.
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Conclusions et perspectives
Arrive´s au terme de ce travail de recherche, nous pouvons faire le point
sur ce que nous avons re´alise´. Tout d’abord, nous avons montre´ que nous
pouvions former une monocouche de biocytine aussi bien sur des substrats
me´talliques, comme le platine, l’or ou l’argent, que sur des substrats iso-
lants comme le fluorure de calcium. La spectroscopie SFG nous a permis
de caracte´riser cette couche et de de´terminer qu’elle comporte un certain
nombre de de´fauts gauches. Meˆme si nous n’avons pu de´tecter la reconnais-
sance de l’avidine sur les me´taux, sans doute en raison de la de´naturation
de cette dernie`re, une modification significative des spectres SFG se produit
dans le cas des substrats en CaF2. Suite a` l’interpre´tation des re´sonances,
nous avons de´montre´ que ces changements sont re´ve´lateurs de la reconnais-
sance entre mole´cules cibles et mole´cules sondes. Nous avons e´galement mis
en e´vidence une re´organisation de la monocouche de biocytine suite a` cette
interaction avec la prote´ine. Ces constatations nous permettent de re´aliser
notre premier objectif, a` savoir montrer que la spectroscopie SFG est une
technique adapte´e a` la de´tection de biocapteurs.
Dans une seconde e´tape, nous avons expose´ la monocouche de vitamines
a` d’autres mole´cules cibles ne pre´sentant pas d’affinite´ particulie`re pour
les mole´cules sondes. Ce faisant, nous avons montre´ que non seulement la
spectroscopie SFG est capable de de´tecter le processus de reconnaissance
mole´culaire mais qu’elle est e´galement sensible a` la se´lectivite´ d’un tel pro-
cessus. Nous avons alors pu comparer notre technique aux autres habituelle-
ment employe´es dans ce type d’expe´riences et montrer qu’elle pre´sente toutes
les qualite´s requises pour eˆtre utilise´es dans ce but.
En ce qui concerne les perspectives, les re´sultats que nous avons obtenus
dans l’e´tude de ce premier biocapteur-test se re´ve`lent tre`s prometteurs et
nous ouvrent plusieurs champs d’investigation.
La premie`re ide´e qui vient a` l’esprit est une analyse encore plus pousse´e du
complexe biotine-avidine. En effet, de nombreuses expe´riences sont encore a`
re´aliser pour cerner comple`tement le syste`me. Comme nous l’avons de´ja` men-
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tionne´, d’autres travaux re´alise´s au laboratoire LASMOS ont pour objectif
l’e´tude d’autres gammes spectrales, travail rendu ardu par des conditions
expe´rimentales plus difficiles. Une autre perspective inte´ressante serait l’e´tude
in-situ du capteur. Le proble`me de re´flexion totale e´galement mentionne´ pour-
rait eˆtre contourne´ par l’utilisation de prismes re´alise´s en mate´riau a` haut
indice de re´fraction comme le saphir. L’avantage d’un tel travail re´side dans
le fait qu’il nous donnerait acce`s aux cine´tiques d’interaction entre la cible et
la sonde. Le cas des me´taux n’est pas a` abandonner non plus puisque nous
pourrions re´aliser des de´poˆts de films minces sur la base du prisme afin d’uti-
liser une configuration expe´rimentale proche du TIR. En combinant ces deux
dernie`res perspectives, il nous serait alors possible de travailler en conditions
e´lectro-chimiques, ce qui nous fournirait un parame`tre supple´mentaire pour
controˆler la reconnaissance.
D’autre part, un second axe de recherche serait d’appliquer la spectrosco-
pie SFG a` d’autres biocapteurs plus complexes mais pre´sentant plus d’inte´reˆt
pour la biologie que le syste`me biotine-avidine de´ja` bien connu. Un bon
exemple serait bien suˆr les biocapteurs a` base de brins d’ADN. En effet, ceux-
ci semblent e´galement prometteurs puisque l’interaction entre deux brins se
fait principalement par ponts hydroge`nes impliquant des groupements N−H.
Plus important encore, nous savons que c’est lors de l’hybridation que la
mole´cule d’ADN acquiert sa structure bien connue en forme de double he´lice.
Il y a fort a` parier que les spectres SFG seront affecte´s par un tel changement
dans la conformation de la couche de mole´cules sondes.
Cependant, il faut pre´ciser que l’e´tude de biocapteurs telle qu’elle est
de´veloppe´e ici, bien que pre´sentant un inte´reˆt fondamental e´vident, ne peut
pas trouver d’application pratique dans la mesure ou` c’est la meˆme mole´cule
sonde qui est adsorbe´e sur toute la surface. Afin de re´aliser un dispositif com-
plet et performant tels que les biochips ADN, d’autres parame`tres restent a`
maˆıtriser. Dans un premier temps, il nous faudrait de´poser sur le substrat
diffe´rentes mole´cules sondes sous forme de nano-plots. L’ide´e serait alors de
re´aliser une cartographie spatiale de la surface re´alise´e par microscopie SFG.
Dans cette variante de la spectroscopie SFG classique, le signal est re´colte´
en diffe´rents points de l’e´chantillon par une came´ra CCD, de´voilant ainsi une
image vibrationnelle de l’interface.
Au vu de ces diffe´rentes perspectives, nous pouvons conclure ce travail
en disant qu’il constitue un premier pas encourageant dans le monde des
biocapteurs mais que la route est encore longue avant de faire de la spectro-
scopie SFG une technique de pointe en matie`re de de´tection de reconnaissance
mole´culaire.
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